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Resumo 
A procura de compostos naturais com capacidade de inibir a AChE e com elevado 
poder antioxidante é um tema bastante estudado, uma vez que presentemente este é um dos 
processos terapêuticos mais utilizados para minorar os sintomas dos doentes AD. Neste 
trabalho realizou-se um estudo das actividades biológicas e do metabolismo in vitro do extracto 
aquoso de P. barbatus, uma planta da família Lamiaceae bastante utilizada pelas populações 
das regiões onde é abundante. Esta planta é rica em compostos fenólicos como o ácido 
rosmarínico e a escutelareína 4’-metil éter 7-O-glucurónido, que lhe conferem actividade 
antioxidante, e em terpenóides como o (16S)-coleon E que tem actividade como inibidor da 
AChE. 
 Os resultados obtidos mostraram que o extracto aquoso de P. barbatus possui alguma 
capacidade inibitória da AChE e elevada actividade antioxidante. A concentração de extracto 
aquoso responsável pela inibição de 50% da actividade da AChE (IC50) calculada foi 1005  24 
g/mL. O EC50 calculado para o extracto aquoso, ou seja, a concentração de extracto aquoso 
correspondente a 50% de extinção do radical DPPH foi 13,19  0,26 g/mL. 
 Também foi possível identificar a estrutura de dois dos compostos do extracto aquoso 
de P. barbatus. Por análise dos espectros de massa e por comparação com a literatura, 
concluiu-se que um dos compostos será provavelmente a luteolina 7-O-glucurónido e que outro 
composto deverá ser a apigenina 7-O-glucurónido. 
 Concluiu-se, por experiências in vitro, que o extracto aquoso sofre alterações bastante 
relevantes ao longo do metabolismo. Durante a digestão com o suco pancreático artificial 
houve uma degradação de aproximadamente 30% do ácido rosmarínico e observou-se 
formação de um composto não identificado, a qual foi acompanhada pela diminuição de outro 
composto não identificado. A identificação da estrutura destes compostos está ainda a decorrer 
no laboratório. 
 A reacção com a -glucuronidase de E. coli resultou na perda da componente glicídica 
dos conjugados de flavonóides, havendo degradação da luteolina 7-O-glucurónido, apigenina 
7-O-glucurónido e da escutelareína 4’-metil éter 7-O-glucurónido. 
A nível celular, constatou-se que concentrações de extracto aquoso superiores a 1 
mg/mL são tóxicas para as células Caco-2 e que os compostos do extracto não penetram no 
interior das mesmas, pelo que não deverão ser capazes de atravessar o epitélio intestinal. Por 
outro lado, não se registaram alterações ao cromatograma de P. barbatus após a digestão com 
homogenato de células Caco-2, o que indica que este não deverá conter os enzimas 
necessários à metabolização do extracto aquoso.  
Finalmente, observou-se que não ocorreu glucuronidação de nenhum dos compostos 
do extracto aquoso na presença de extracto de fígado de ratinho, embora as reacções com 
padrões de quercetina e luteolina tenham sido frutíferas. 
 
Palavras-chave: P. barbatus, Doença de Alzheimer (AD), Metabolismo in vitro, 
Acetilcolinesterase (AChE), Actividade antioxidante, Compostos fenólicos 
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Abstract 
Nowadays one of the therapeutic processes most widely used to reduce the AD 
symptoms involves molecules capable of AChE inhibition and with high antioxidant potential. 
Therefore, the search of compounds with these characteristics it’s a very important matter of 
study. This work consists of a study of the biological activities and the in vitro metabolism of the 
aqueous extract of Plectranthus barbatus (Lamiaceae), a plant widely used by the populations 
from areas where it is frequently present. P. barbatus has many phenolic compounds, such as 
rosmarinic acid and scutellarein 4’-methil ether 7-O-glucuronide, and terpenoids like (16S)-
coleon E, whose inhibitory and antioxidant activities make this plant a good complement of the 
pharmacological therapy. 
The results show that the aqueous extract of P. barbatus has the ability of inhibiting 
AChE activity as well as an high antioxidant activity. The aqueous extract concentration 
responsible for 50% of inhibition of AChE (IC50) determined was 1005  24 g/mL. The 
concentration for which 50% of the free radical DPPH was extinguished (EC50) calculated was 
13,19  0,26 g/mL. 
 It was also possible to identify the structures of two of the compounds of P. barbatus. 
The analysis of the mass spectra and the data from literature made possible to conclude that 
one compound should be luteolin 7-O-glucuronide and that other compound could be apigenin 
7-O-glucuronide. 
 It was concluded, by in vitro experiments, that metabolism induces in the aqueous 
extract a series of relevant alterations. During the digestion with artificial pancreatic juice there 
was a degradation of almost 30% of rosmarinic acid and the formation of unknown compound A 
was observed. This formation was accompanied by the proportional degradation of unknown 
compound B. The identification of the structure of these compounds is still on course in the lab. 
 The reaction with -glucuronidase from E. coli resulted in the loss of the glycidic 
component of the flavonoid conjugates. In this reaction, luteolin 7-O-glucuronide, apigenin 7-O-
glucuronide and scutellarein 4’-methyl ether 7-O-glucuronide were degraded. 
At cellular level, it was observed that aqueous extract concentrations over 1 mg/mL are 
toxic to Caco-2 cells and that P. barbatus compounds do not enter the cells. So, the compounds 
can not overcome the intestinal barrier. On the other hand, there were no alterations in the 
chromatogram of P. barbatus after Caco-2 homogenate digestion. This observation indicates 
that the homogenate must not have the necessary enzymes to metabolize the aqueous extract 
compounds.  
Finally, it was observed that no glucuronidation occurred in the presence of mouse liver 
extract. Nevertheless, the control reactions with quercetin and luteolin resulted in the 
glucuronidation of both flavonoids. 
  
Keywords: P. barbatus, Alzheimer’s disease (AD), In vitro metabolism, Acetylcholinesterase 
(AChE), Antioxidant activity, Phenolic compounds 
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1. A doença de Alzheimer 
Em 1906, o psiquiatra alemão Alois Alzheimer descreveu uma patologia neurodegenerativa 
hoje conhecida como doença de Alzheimer (AD, do inglês Alzheimer’s disease). A AD é a 
forma mais comum de demência (Behl, 1997; Cummings, 2004; Citron, 2004; LaFerla e Oddo, 
2005; Blennow et al., 2006). Esta patologia tem vindo a ser estudada desde então, e é hoje em 
dia um dos grandes focos de investigação científica, uma vez que afecta cerca de 24 milhões 
de pessoas em todo o mundo. Os doentes tendem a ser pessoas com idade superior a 65 
anos, embora surjam com frequência casos de pessoas mais jovens (Blennow et al., 2006). 
 
 
 
 
1.1. Sintomas e factores de risco 
Os sintomas mais comuns da AD são a perda de memória (sobretudo recente); a apraxia, que 
se traduz na incapacidade de executar movimentos voluntários coordenados, apesar de se 
conservarem as funções musculares e sensoriais necessárias para a execução do movimento; 
a afasia, ou seja, a alteração ou perda da capacidade de falar ou compreender a linguagem 
falada ou escrita, devido a uma lesão cerebral; as dificuldades de raciocínio e articulação do 
pensamento; a desorientação espacial e temporal; a dificuldade de desempenhar tarefas 
quotidianas; a mudança de personalidade. Normalmente, os sintomas tendem a agravar-se 
com a progressão da doença. Inicialmente os doentes perdem a capacidade de realizar tarefas 
quotidianas de maior complexidade como utilizar transportes públicos e, à medida que a 
doença entra em fases mais avançadas, acabam por se tornar incapazes de realizar as tarefas 
mais básicas do dia-a-dia como comer ou tratar da sua higiene pessoal (Cummings, 2004). 
Os principais factores de risco associados à AD relacionam-se com características 
cerebrais, como o tamanho reduzido do cérebro, a baixa capacidade mental durante a 
juventude e a baixa actividade mental em idade avançada. Outros factores de risco estão 
associados a doenças vasculares, como hipercolesterolémia, hipertensão, aterosclerose, 
doença coronária, obesidade e diabetes (Blennow et al., 2006). 
Existem vários exames médicos que ajudam ao diagnóstico da patologia, como simples 
análises de sangue ou técnicas mais avançadas como a tomografia computacional. Por 
exemplo, os exames à tiróide e os níveis de vitamina B12 no soro são necessários para 
identificar causas de demência alternativas. Por outro lado, as técnicas de neuroimagiologia 
são particularmente úteis para excluir outras causas de demência. Contudo, apesar da vasta 
gama de exames e testes médicos disponíveis, não existe um diagnóstico concreto e definitivo 
para a doença, pois os sintomas são muito variados e abrangentes (Cummings, 2004). 
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1.2. Patofisiologia 
As principais características da AD são o declínio cognitivo e a degeneração mental, ambos 
resultantes da perda massiva e progressiva de neurónios em diferentes zonas do cérebro 
(Behl, 1997). Cada vez mais, existe um consenso em relação às principais características 
bioquímicas da AD: a proteína -amilóide e a proteína tau. Ambas as proteínas parecem estar 
na base desta patologia. A proteína -amilóide, por ter uma estrutura rica em folhas  cruzadas, 
cria agregados moleculares insolúveis, gerando uma situação de stress para os tecidos 
envolventes. Por sua vez, a proteína tau hiperfosforilada origina novelos neurofibrilhares que se 
depositam no citosol dos neurónios, sendo, por isso bastante prejudicial ao normal 
funcionamento neuronal. 
 
 
 
 
 
1.2.1. A proteína -amilóide (A) 
Muitos cientistas suportam a hipótese de que a produção e acumulação da proteína -amilóide 
(A) seja um dos aspectos centrais da patogénese da AD. 
A proteína A é resultante da clivagem enzimática de uma proteína transmembranar 
precursora – proteína precursora amilóide (APP). Este precursor é uma proteína 
transmembranar que possui um domínio A inserido na membrana e que pode ser clivado por 
dois enzimas diferentes. Se a APP for clivada pela -secretase, é formado um fragmento 
solúvel (p3) não amilóide. Isto ocorre porque a -secretase cliva a APP no interior do domínio 
A. Se, por outro lado, a APP for clivada pela -secretase forma-se o fragmento amilóide A 
visto este enzima clivar a proteína precursora fora do domínio A, deixando-o intacto (figura 1). 
O fragmento formado é insolúvel e rico em folhas  cruzadas, o que provoca a sua agregação e 
deposição em fibrilhas (Blennow et al., 2006). 
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Via α-secretase (não amiloidogénica)
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Via β-secretase (amiloidogénica)
Domínio Aβ
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γ-secretase  
 
Figura 1. Metabolismo da proteína precursora amilóide (APP). Na via -secretase (não amiloidogénica) 
forma-se o fragmento solúvel p3. Na via -secretase (amiloidogénica) forma-se o fragmento insolúvel A, 
responsável pela formação de fibrilhas amilóides. (adaptado de Blennow et al., 2006) 
 
 
 
 
Apesar desta reacção ocorrer durante o metabolismo normal da célula, a produção 
excessiva, a eliminação diminuída ou a agregação aumentada da proteína A levam à 
acumulação anormal de fibras, originando placas amilóides (Citron, 2004). Pensa-se que seja a 
acumulação destas placas o fenómeno que está na origem do desenvolvimento da AD – 
hipótese da cascata amilóide (Citron, 2004; Cummings, 2004; LaFerla e Oddo, 2005; Blennow 
et al., 2006) (figura 2).  
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Figura 2. Cascata amilóide. Esta hipótese tem por base a formação de péptidos β-amilóides a partir da 
degradação da proteína precursora amilóide (APP). Os péptidos gerados acumulam-se sob a forma das 
referidas placas amilóides, que têm por consequência uma série de efeitos que levam à morte neuronal e 
à falha do sistema sináptico. (adaptado de Cummings, 2004) 
 
No entanto, esta hipótese ainda não foi confirmada porque há evidências de que a 
perda de sinapses também ocorre em regiões do cérebro onde não existem placas amilóides. 
Além disso, têm vindo a surgir provas de que a acumulação de placas amilóides pode induzir a 
ocorrência de processos oxidativos envolvendo espécies reactivas de oxigénio e de azoto 
(ROS e RNS, respectivamente), directa ou indirectamente, e foi posta a hipótese de que sejam 
estes processos os responsáveis pela neurotoxicidade da proteína A (Behl, 1997). Assim 
sendo, a pesquisa de compostos antioxidantes que possam proteger os neurónios dos 
processos oxidativos gerados pela acumulação das referidas placas é bastante relevante. Os 
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antioxidantes constituem uma das estratégias neuroprotectoras que visam minimizar os danos 
oxidativos provocados pela cascata amilóide ou pela proteína tau hiperfosforilada em AD. Os 
referidos danos oxidativos passam por processos como a peroxidação lipídica das membranas 
celulares ou a formação de adutos de DNA, sendo estes processos mediados pelas ROS e 
RNS produzidas pela cascata amilóide. A acumulação de danos oxidativos provoca, 
eventualmente, a morte celular. 
Uma das consequências da referida cascata amilóide é o défice em neurotransmissores, 
derivado da morte celular provocada, por exemplo, por danos oxidativos causados pela 
acumulação de placas amilóides. 
 
1.2.2. A proteína tau 
Os estudos post-mortem efectuados evidenciaram, além das placas amilóides, a presença de 
novelos neurofibrilhares (NFTs, do inglês neurofibrillary tangles) tanto em neurónios mortos 
como em neurónios ainda em degeneração (figura 3). 
 
 
 
Figura 3. Placas amilóides e novelos neurofibrilhares. As placas são depósitos extracelulares de proteína 
A rodeados de astrócitos reactivos e células da micróglia. Os novelos são agregados intracelulares 
formados pela forma hiperfosforilada da proteína tau. (adaptado de Blennow et al., 2006) 
 
A proteína tau é uma proteína de ligação aos microtúbulos, que promove a estrutura e 
estabilização dos mesmos, e cuja actividade biológica é regulada pelo seu nível de fosforilação. 
Em estado normal, a proteína tau contém 2-3 mol de moléculas de fosfatos por moles de 
proteína, sendo esta a quantidade de fosfatos adequada à actividade óptima da proteína e que 
lhe permite a correcta ligação aos microtúbulos. A hiperfosforilação da proteína tau diminui a 
sua capacidade de ligação aos microtúbulos, o que faz com que se formem os referidos 
novelos intracelulares. Estes novelos ocorrem em várias doenças neurodegenerativas – as 
chamadas tauopatias – como é o caso da AD, sendo esta uma das principais características 
desta doença.  
Em analogia com o que se passa com a proteína A, a fosforilação da proteína tau é 
um processo normal do metabolismo celular. Em condições normais, os novelos de proteína 
Placas Novelos
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fosforilada são ubiquitinados e, portanto, degradados. Uma das consequências da 
hiperfosforilação da proteína tau é a perda de reactividade à ubiquitina por parte dos novelos, o 
que gera a sua acumulação no citosol dos neurónios. A hiperfosforilação pode ser o resultado 
de uma alteração conformacional da proteína em doentes com AD, o que a torna melhor 
substrato para a fosforilação, favorecendo a acumulação de novelos. Além disso, a fosforilação 
da proteína tau é também influenciada pelo estado conformacional da proteína, na medida em 
que a proteína livre é mais susceptível de ser fosforilada do que a proteína associada aos 
microtúbulos. (Iqbal et al., 2005). Por estes motivos, é muito importante a pesquisa de novas 
terapias que previnam ou evitem os efeitos negativos da proteína tau na AD. 
 
1.3. Tratamento 
1.3.1. Terapias anti-amilóides  
Tendo em conta o processo de formação da proteína A, uma das estratégias de tratamento da 
AD tem por base a utilização de inibidores dos enzimas -secretase e -secretase (enzima que 
actua mais tardiamente na síntese da proteína A - ver figura 1). Atendendo a que estes 
enzimas são os responsáveis pela formação da proteína A, a inibição da sua actividade 
permite inibir a formação das placas amilóides e retardar os efeitos tóxicos desta proteína. Este 
tipo de fármaco não está ainda disponível no mercado mas há diversos estudos no sentido do 
seu desenvolvimento (Cummings, 2004). Alguns dos fármacos em estudo (ensaio clínico de 
fase III) incluem pequenos péptidos que interferem com as interacções AApodendo 
impedir a alteração conformacional que leva à formação das folhas β cruzadas e consequente 
formação de fibrilhas (Blennow et al., 2006). 
 
1.3.2. Fármacos anti-tau 
Os fármacos direccionados à proteína tau têm por objectivo a inibição das proteínas cinases 
responsáveis pela hiperfosforilação da proteína tau. A inibição do processo de fosforilação 
deverá impedir a formação e acumulação dos novelos intracelulares. Contudo, para inibir todo 
o processo não basta inibir apenas uma cinase, visto que a fosforilação da proteína tau é 
regulada pelo equilíbrio entre cinases e fosfatases. Por este motivo, será necessário 
desenvolver vários inibidores para diferentes cinases de forma a que o efeito dos fármacos seja 
o mais abrangente possível. Os fármacos com potencial inibidor das cinases da proteína tau 
estão em fase pré-clínica (Blennow et al., 2006).  
 
1.3.3. Antioxidantes 
Como já foi referido, o papel desempenhado pelos antioxidantes é muito importante na AD na 
medida em que são moléculas capazes de captar radicais livres, como as ROS e RNS 
relacionadas com a proteína Aβ, impedindo assim a degeneração da função cerebral por morte 
neuronal. A principal estratégia antioxidante utilizada no tratamento da AD envolve a utilização 
da vitamina E. Esta molécula é um potente antioxidante, havendo provas dos seus efeitos 
benéficos quando combinada com a terapêutica farmacológica (Cummings, 2004). Os 
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antioxidantes têm, no entanto, uma grande desvantagem que é o facto de por si só não 
poderem ser usados como terapia. A sua utilização deve ser associada a uma terapêutica 
farmacológica adequada. 
 
1.3.4. Memantina 
O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório no cérebro. Em condições normais, o 
glutamato e o receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) desempenham funções importantes nos 
processos de memória e aprendizagem. Em situações anormais, como é o caso de AD, a 
actividade glutamatérgica aumentada pode levar a uma baixa activação dos receptores NMDA, 
o que pode originar alguma disfunção neuronal. 
A memantina é um antagonista não competitivo do receptor NMDA recentemente 
aprovado pela FDA (Food and Drug Administration). Pensa-se que este fármaco tenha a 
capacidade de proteger os neurónios da toxicidade mediada pela hiperactividade 
glutamatérgica, sem, no entanto, impedir a activação dos receptores NMDA necessária à 
função cognitiva. A memantina é utilizada na AD moderada sendo em geral bem tolerada e 
tendo poucos efeitos secundários (Blennow et al., 2006). Não obstante, apesar da existência 
de alguns dados que mostram os efeitos positivos da memantina em modelos animais, as 
doses necessárias para a obtenção de tais efeitos são normalmente muito elevadas, o que 
pode gerar efeitos secundários indesejáveis (Parsons et al., 1999). 
 
1.3.5. Inibidores da acetilcolinesterase 
Outra abordagem de tratamento envolve a inibição de enzimas responsáveis pela degradação 
de neurotransmissores como é o caso da acetilcolinesterase (AChE). O objectivo deste tipo de 
abordagem é minimizar o défice em moléculas neurotransmissoras e maximizar a transmissão 
de sinal em casos de demência como a AD. Existem já compostos sintetizados quimicamente 
que possuem actividade inibitória da AChE, sendo os mais relevantes o donepezil, a 
rivastigmina, a tacrina e a mais recente galantamina. Ibach e Haen (2004) classificam os 
inibidores da AChE em dois grandes grupos: inibidores específicos e não específicos, sendo 
que a tacrina é um inibidor não específico e os restantes são inibidores específicos. A grande 
vantagem deste tipo de compostos é a sua afinidade para a AChE, o que os torna bons 
inibidores do enzima. Contudo, estes fármacos apresentam não só um baixo potencial 
antioxidante, como também vários efeitos secundários adversos como náuseas, vómitos, 
tonturas, anorexia, dores abdominais, dores de cabeça, entre outros. Por exemplo, hoje em dia 
a tacrina é raramente utilizada visto ser hepatotóxica em 40% dos casos (Cummings, 2004). 
Por outro lado, foi observado que os efeitos secundários da rivastigmina e da galantamina 
podem ser diminuídos se se aumentar o período de tempo entre o aumento de dosagem 
(Cummings, 2003). 
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1.4. Acetilcolinesterase (AChE) 
Tendo em conta o facto de haver perda de sinapses onde não há formação de placas amilóides 
(Cataldo et al., 1995), formulou-se uma hipótese alternativa para a origem da AD e que 
consiste na falha da função colinérgica do cérebro por degradação da acetilcolina. A 
acetilcolina é um neurotransmissor do sistema nervoso central e periférico que, quando 
degradado, perde a sua função. O enzima responsável pela hidrólise da acetilcolina é a AChE 
(EC 3.1.1.7), havendo formação de colina e acetato. A estrutura tridimensional da AChE está 
representada na figura 4. 
 
Figura 4. Estrutura tridimensional de AChE de Torpedo californica. (retirado de Silman e Sussman, 2005) 
 
 Ao contrário do que seria de esperar para um enzima com tão elevado número de 
turnover – 7,4 x 105 min-1 (Wilson e Harrison, 1961), o centro activo da AChE está situado 
dentro de uma fenda existente no enzima. O substrato do enzima, a acetilcolina (ACh), liga-se 
ao centro activo da AChE através de uma interacção catiónica com o anel indolo do 
triptofano84. Existem várias isoformas de AChE, consoante o tecido em que se encontra o 
enzima. As diferentes isoformas derivam do splicing alternativo no exão do terminal carboxilo e 
de modificações pós-traducionais da proteína (Silman e Sussman, 2005).  
Este enzima é bastante importante para a função muscular uma vez que impede a 
acumulação de acetilcolina nas junções neuromusculares. Contudo, a actividade da AChE 
poderá ser a responsável pelas perdas de memória associadas à AD, visto impedir a 
transmissão de sinal entre neurónios, por degradar a acetilcolina. Por isso, este é um dos 
principais alvos terapêuticos dos fármacos utilizados no tratamento desta patologia (Ibach e 
Haen, 2004; Cummings, 2004; Geerts et al., 2005; Silman e Sussman, 2005; Blennow et al., 
2006), como já foi referido. 
Em muitos casos, a ligação de um inibidor à AChE não provoca alterações 
conformacionais substanciais na estrutura do enzima. Este é o caso do inibidor alcalóide 
galantamina. Dada a grande afinidade dos inibidores AChE para a proteína, é natural que as 
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alterações estruturais provocadas não sejam significativas. Contudo, seria desejável que as 
alterações fossem o mais amplas possível visto que os inibidores são fármacos utilizados no 
tratamento de doenças como a AD e por isso, seria conveniente que a perturbação da 
actividade do enzima fosse a maior possível. Por este motivo, e numa tentativa de aumentar a 
afinidade e selectividade da galantamina, foram sintetizados alguns derivados bifuncionais do 
fármaco (Mary et al., 1998).   
Dadas as desvantagens associadas aos inibidores sintéticos da AChE, é imperativo 
encontrar compostos naturais que tenham actividade inibidora do enzima e que possam ser 
utilizados no tratamento da AD. Compostos deste tipo são abundantes em produtos utilizados 
na alimentação, tal como o “chá”. 
 
2. O “chá” 
Aquilo a que vulgarmente chamamos “chá”, é uma infusão ou decocção de uma determinada 
planta. O “chá” é uma bebida utilizada há vários séculos, e é conhecida pelos seus efeitos 
benéficos para a saúde. Nos últimos anos tem vindo a ser estudado com o objectivo de se 
identificarem os compostos que promovem os referidos efeitos. A identificação destas 
moléculas é bastante importante visto que alguns dos compostos isolados deverão ter 
aplicações farmacológicas e poderão ser produzidos sinteticamente de forma a actuarem de 
um modo mais objectivo nos órgãos alvo, provocando menos efeitos secundários do que os 
fármacos já existentes. 
 É importante referir que a maioria dos trabalhos já realizados por outros grupos se 
baseia no estudo de extracções em solventes orgânicos dos compostos identificados na 
infusão/decocção (Conforti et al., 2002; Sung et al., 2002; Imanshahidi e Hosseinzadeh, 2006; 
Liu et al., 2008; Enayat e Banerjee, 2009). Atendendo a que o objectivo final do trabalho é a 
identificação e isolamento de compostos inibidores da AChE que possam ser utilizados 
farmacologicamente, esta é uma abordagem pouco correcta pois os compostos assim isolados 
não são solúveis em água, e como tal, não podem ser activos biologicamente.  
É de conhecimento geral a grande diversidade de “chás” existente. O “chá” pode ser 
preparado a partir de variadíssimas plantas, o que amplifica bastante o número de aplicações 
deste produto. Um dos géneros de plantas conhecido pelas suas propriedades medicinais (e 
não só), e administrado sob a forma de infusão ou decocção é o género Plectranthus. Este 
género inclui cerca de 300 espécies, que se distribuem pela África tropical, Ásia, Austrália e 
América do sul, sendo que a distribuição das diferentes espécies é muito variável (Lukhoba et 
al., 2006). 
 
3. Plectranthus barbatus 
A espécie P. barbatus (figura 5) é uma das espécies pertencentes ao género Plectranthus, e 
tem origem no continente africano apesar de surgir também na Ásia e na América do Sul. É 
caracterizada por folhas aveludadas e flores de cor azulada.  
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Figura 5. Flor de P. barbatus (retirado de http://dias-com-arvores.blogspot.com) 
 
 
Sendo comestível, esta planta é apropriada para a horticultura visto ser bastante 
resistente à seca e a pragas, pelo que é frequentemente transportada e cultivada fora do seu 
local de origem (Lukhoba et al., 2006). Além destas propriedades, P. barbatus apresenta 
também propriedades medicinais, sendo utilizada no tratamento de grande número de 
doenças, como distúrbios gástricos, inflamações, infecções e distúrbios psicológicos ou 
nervosos. É de referir ainda que esta planta tem actividade antibacteriana e anti-inflamatória 
(Matu e Staden, 2003). P. barbatus é normalmente administrado na forma de infusão ou 
decocção, podendo ser também utilizado como sumo/batido. 
 
Figura 6. Folhas de P. barbatus (retirado de http://www.rimbundahan.org) 
 
 
 
3.1. Caracterização Fitoquímica 
3.1.1. Terpenóides 
Os terpenóides são a maior família de produtos naturais existente, tendo sido já descobertos 
cerca de 22000 compostos deste tipo (McGarvey e Croteau, 1995). As funções dos terpenóides 
nas plantas são muito variadas: eles podem ser hormonas (giberelinas, ácido abcísico), 
pigmentos fotossintéticos (fitol, carotenóides), transportadores de electrões (ubiquitina, 
plastoquinona), componentes estruturais das membranas (fitoesteróis), entre outras. Além das 
já referidas funções, os terpenóides também participam em processos de comunicação e 
defesa como, por exemplo, fitotoxinas competitivas, antibióticos e repelentes herbívoros 
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(McGarvey e Croteau, 1995). É de referir que os terpenóides que estão disponíveis em grandes 
quantidades como óleos essenciais, resinas e ceras são recursos muito importantes que 
permitem o fabrico de produtos industrialmente úteis, como solventes, aditivos alimentares, 
fragrâncias, adesivos e intermediários sintéticos (McGarvey e Croteau, 1995). 
 De um modo geral, todos os terpenóides derivam do 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima 
A (HMG-CoA) que, por metabolização enzimática, é transformado em monoterpenos, 
diterpenos, triterpenos, etc. (figura 7) 
Acetil-CoA Acetoacetil-CoA HMG-CoA
Ácido mevalónico
Hemiterpenos
Monoterpenos
Sesquiterpenos
Esqualeno
Triterpenos
Diterpenos
Fitoeno
Tetraterpenos
Politerpenos
Poliprenóis  
Figura 7. Via metabólica do ácido mevalónico e biossíntese do esqueleto terpenóide. (adaptado de 
McGarvey e Croteau, 1995) 
 
 A maioria dos estudos realizados em espécies do género Plectranthus tem por 
objectivo o isolamento e identificação de diterpenóides (Lukhoba et al., 2006). Em P. barbatus 
foram isolados alguns compostos deste grupo: coleon F e C, coleonol C cariocal, plectrina e 
forscolina. A forscolina activa directamente a adenilciclase, o enzima membranar responsável 
pela degradação do ATP em AMP cíclico (cAMP) (Mukherjee et al. 2007). O cAMP é um 
importante mensageiro secundário envolvido em vários processos de sinalização celular, como 
as cascatas de sinal que levam ao processo de inflamação. Além dos compostos já referidos, 
foi também identificado o (16S)-coleon E (Falé et al., 2008). Apesar de ser um composto 
minoritário, o (16S)-coleon E mostrou ter actividade inibidora da AChE, o que o torna um 
interessante alvo de estudo no âmbito da AD. 
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3.1.2. Compostos fenólicos 
Até à data, já foram caracterizados cerca de 10000 compostos fenólicos de origem vegetal e a 
gama de estruturas deste tipo de compostos é tão abrangente que tanto podem ser apenas 
moléculas simples como compostos altamente polimerizados (figura 8). Os polifenóis são 
metabolitos secundários das plantas, fundamentais para a sua pigmentação, crescimento, 
reprodução e resistência a patogénios e predadores. São também responsáveis pela acidez 
dos alimentos e bebidas derivados de plantas, bem como pela oxidação dos mesmos produtos 
quando são produzidos ou armazenados (Rossi et al., 2008). Os polifenóis são compostos de 
baixa massa molecular abundantes em produtos alimentares, e também comercializados como 
nutracêuticos (Butterfield et al., 2002). In vitro, estes compostos apresentam capacidade de 
captação de radicais, de quelatação de metais e actividade anti-inflamatória, tendo sido 
indicados para protecção cerebral (Ramassamy, 2006). 
Polifenóis
Flavonóides
Ácidos fenólicos
Antocianinas Antoxantinas
Não flavonóides
Catequinas
Flavonas Flavonóis Isoflavonas
Flavanos Flavanóis Flavanonóis Flavanonas
(-)-Epigalocatequina-3-galato 
(EGCG)
Curcumina
trans-resveratrol
 
Figura 8. Polifenóis. Estrutura de alguns polifenóis da dieta (adaptado de Rossi et al., 2008) 
 
Os polifenóis naturais existem normalmente sob a forma conjugada, estando ligados a 
um ou mais açúcares, através de grupos hidroxilo. A glicosilação influencia as suas 
propriedades químicas, físicas e biológicas e determina a sua absorção pelo intestino. É no 
intestino que estes compostos são sujeitos à acção de vários enzimas digestivos como a -
amilase, glicosidases e proteases (Rossi et al., 2008). É de realçar a capacidade que os 
polifenóis têm de atravessar a barreira hematoencefálica. Em estudos feitos com ratos cuja 
dieta foi suplementada com mirtilos foram encontrados polifenóis provenientes desta fruta em 
várias regiões do cérebro, importantes para a memória e aprendizagem (Rossi et al., 2008). 
 Cada vez mais surgem evidências, a partir de estudos epidemiológicos, in vitro e in 
vivo, de que os polifenóis vegetais possuem maior poder neuroprotector que as vitaminas 
quando administrados como suplemento alimentar (O’Byrne et al., 2002; Heo e Lee, 2004). 
Estes dados conduzem à hipótese de que os polifenóis possam exercer os seus efeitos por 
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meio da regulação de processos de transdução de sinal ou expressão genética, tarefas para as 
quais são necessários em muito baixa concentração. Outra propriedade importante de alguns 
polifenóis e flavonóides é a sua capacidade de inibir enzimas do tipo quimotripsina, com 
actividade proteolítica. Esta capacidade é relevante no âmbito do papel protector dos polifenóis 
em doenças neurodegenerativas como a AD (Marambaud et al., 2005), pois a inibição deste 
tipo de enzimas poderá impedir a formação da proteína A. 
 Outro aspecto característico do cérebro dos doentes AD é a acumulação de compostos 
oxidados. Um exemplo deste tipo de compostos é o 4-hidroxi-2,3-nonenal (HNE) livre. O HNE é 
um marcador de peroxidação lipídica e foi encontrado em várias zonas do cérebro, em casos 
de AD (Rossi et al., 2008). Pensa-se que uma das maiores fontes de ROS e stress oxidativo 
em AD seja o desacoplamento da cadeia transportadora de electrões do mitocôndrio e, de 
facto, a disfunção mitocondrial em AD já foi documentada por alguns autores (Hirai et al., 2001; 
Beal, 2005). Neste contexto, é muito importante o papel antioxidante desempenhado por 
compostos fenólicos, de tal forma que se tem vindo a sugerir que os componentes da dieta têm 
enorme importância no desenvolvimento da AD, actuando como factores de risco ou como 
agentes protectores, consoante a substância em questão (Butterfield et al., 2002, Gillette-
Guyonnet et al., 2007). 
 
3.1.2.1. Flavonóides 
Os flavonóides são um grupo de compostos polifenólicos muito abrangente e existente na 
natureza. São de tal forma abundantes que são considerados praticamente ubíquos e são 
reconhecidos como os pigmentos responsáveis pela coloração das folhas durante o Outono e 
pelos vários tons de amarelo, laranja e vermelho em flores e na comida (Gomes et al., 2008). 
 Todos os flavonóides derivam de uma via biossintética comum, sendo que o primeiro 
flavonóide produzido por essa via – a 2-hidroxicalcona -  é constituído por três anéis aromáticos 
que formam o corpo central de todos os outros flavonóides (figura 9). Os flavonóides podem 
ser divididos em 7 classes, consoante o estado de oxidação e os grupos funcionais do anel C, 
bem como consoante a ligação do anel B ao anel C. Assim, as várias classes de flavonóides 
incluem as catequinas, as antocianidinas, os flavonóis, as flavonas, as flavanonas, as 
isoflavonas e os neoflavonóides (Gomes et al., 2008; Rossi et al., 2008). 
2-Hidroxicalcona
 
Figura 9. Estrutura da 2-hidroxicalcona. Corpo central dos flavonóides, que inclui os anéis A, B e C 
(adaptado de Gomes et al., 2008) 
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 Existem vários alimentos e bebidas ricos em flavonóides tais como as frutas, os 
vegetais, o chá, o cacau e o vinho. No que diz respeito às plantas, o seu conteúdo em 
flavonóides está dependente de vários factores, como a espécie, o genótipo, a fertilidade, a 
época do ano e o clima em que foi cultivada. 
  
 
In vivo, após a administração oral ocorre hidrólise dos glicósidos ligados aos 
flavonóides e só depois ocorre a absorção no intestino. Assume-se que este processo ocorra 
com todos os flavonóides excepto com os O-glicósidos, que são resistentes à hidrólise ácida no 
estômago e, portanto, chegam intactos ao duodeno (Gomes et al., 2008). Além disso, também 
foi provado que após entrarem nos enterócitos, os conjugados flavonóides podem ser 
hidrolisados por -glucosidases citosólicas específicas (Day et al., 1998; Ioku et al., 1998). 
Contudo, o metabolismo dos flavonóides em humanos também está sujeito à acção da 
microflora intestinal. Assim, os flavonóides que não são absorvidos no intestino delgado podem 
ser metabolizados pela microflora do cólon, que os transformam em ácidos fenólicos. 
 Sendo pertencentes ao grupo dos polifenóis, os flavonóides são importantes a nível 
biológico visto terem um grande potencial antioxidante. Há três aspectos estruturais que 
conferem poder de captação de radicais livres aos flavonóides: (1) o grupo catecol no anel B, 
que confere alta estabilidade ao radical formado após a captação; (2) a conjugação entre o 
anel B e o grupo 4-oxo via a dupla ligação 2,3, que garante a deslocalização electrónica do 
anel B e (3) a combinação dos grupos 3- e 5-OH do grupo 4-oxo, que permite a deslocalização 
electrónica do grupo 4-oxo para os dois substituintes (figura 10) (Gomes et al., 2008). 
 
Figura 10. Características estruturais responsáveis pela acção antioxidante dos flavonóides. Os aspectos 
de interesse estão destacados a negrito (retirado de Gomes et al., 2008) 
 
  Os flavonóides isolados de plantas estão bem estudados como antioxidantes naturais, 
pelo que são amplamente usados no tratamento de doentes AD como componentes activos de 
vários fármacos (Zhao, 2009). Em P. barbatus foram identificados compostos fenólicos, como é 
o caso da escutelareína 4’-metil éter 7-O-glucurónido, que é um flavonóide e do ácido 
rosmarínico, que é um ácido fenólico. Estes dois compostos, além das propriedades 
antioxidantes derivadas da sua estrutura, revelaram possuir actividade inibidora da AChE (Falé 
et al., 2008). Tendo em conta todas as características já mencionadas relativas a estes 
compostos, é muito importante a sua presença na planta em estudo, visto que esta também 
tem diversas aplicações. 
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Em suma, o estudo do metabolismo de extractos vegetais aquosos é essencial, devido ao seu 
elevado potencial medicinal e acessibilidade. 
Como tal, este trabalho visa procurar potenciais inibidores da AChE existentes no 
extracto aquoso de P. barbatus que possam ser uma alternativa mais saudável aos inibidores 
sintéticos. Estes apresentarão maior actividade antioxidante e causarão menos efeitos 
secundários, idealmente. Os extractos aquosos de plantas, muito abundantes em compostos 
orgânicos, podem ter aplicações medicinais muito benéficas. Por este motivo, é muito 
importante estudar o metabolismo gastrointestinal deste tipo de compostos. Um estudo 
aprofundado do metabolismo permitirá concluir se estes compostos são absorvidos a nível 
intestinal, quais os tecidos onde poderão actuar e qual a sua relevância biológica. 
Assim, os objectivos deste trabalho são o estudo do metabolismo in vitro do extracto 
aquoso de P. barbatus, por mimetização do processo digestivo, utilizando para tal suco 
pancreático artificial, -glucuronidase de E. coli, células e homogenato de células Caco-2, e 
extracto de fígado de ratinho. Pretende-se também identificar as estruturas dos compostos 
existentes no extracto aquoso cuja estrutura é ainda desconhecida. O estudo realizado poderá 
ajudar a elucidar os mecanismos adjacentes aos constituintes do extracto aquoso, tornando 
possível a elaboração de uma estratégia de tratamento que inclua P. barbatus, ainda que 
apenas como complemento da terapêutica farmacológica. 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo II – Materiais e Métodos 
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1. Material vegetal e animal 
Folhas de Plectranthus barbatus cultivado no Jardim Botânico da Universidade de Lisboa foram 
colhidas durante o Verão (início de Setembro) de 2008. No Herbário do Jardim Botânico da 
Universidade de Lisboa encontram-se exemplares da espécie P. barbatus Andr. (LISU: 
214625). 
 Ratinhos balb-c naive, specific patogenic free, com 6 semanas, foram adquiridos no 
biotério do Instituto Gulbenkian de Ciência (IGC), em condições de esterilidade. Os seus 
fígados foram gentilmente cedidos pelo Doutor Luís Graça, pertencente ao Instituto de 
Medicina Molecular. 
 
2. Reagentes Químicos 
Todos os reagentes químicos utilizados no trabalho são pro analysis. 
 O enzima acetilcolinesterase (AChE) tipo VI-S, extraído da enguia eléctrica 349 U/mg 
sólido, 411 U/mg proteína, o enzima -glucuronidase tipo IX-A, extraído de E. coli 1134600 U/g 
sólido, 3660000 U/g proteína, o DTNB (ácido 5,5’- ditiobis[2-nitrobenzóico]), a AChI (Iodeto de 
acetiltiocolina), o DPPH (2,2-Di(4-tert-octilfenil)-1-picrilhidrazilo); o tampão HEPES, a 
pancreatina isolada de pâncreas de porco, o MTT (brometo de tiazolil azul tetrazolio), o 
UDPGA (ácido uridina 5’-difosfoglucurónico), o PAPS (3’-fosfoadenosina – 5’ – fosfossulfato), a 
BSA (Albumina de soro bovino), o reagente de Folin-Ciocalteau e a quercetina dihidratada 
foram obtidos na Sigma-Aldrich. O meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium), a solução salina HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution), glutamina, Pen-Strep 
(penicilina e estreptomicina), PBS (Phosphate Buffer Saline), soro bovino (FBS), a tripsina e o 
acetonitrilo foram adquiridos na Lonza (Merck & Co., Inc.). Os sais de fosfato de potássio, o 
azul de tripano e o ácido trifluoroacético (TFA) foram adquiridos na Merck & Co., Inc. O metanol 
HPLC grade foi obtido na Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific Inc.). O cloreto de sódio e o 
reagente de Bradford foram obtidos na Panreac Química – Distribuição de Produtos Químicos, 
Unip. Lda. A luteolina e o ácido rosmarínico foram comprados na Fluka Biochemika. O DMSO 
(dimetilsulfóxido), o hidrogenocarbonato de sódio, o ácido clorídrico e o cloreto de magnésio 
foram adquiridos à Riedel-de Häen®. O 2-mercaptoetanol foi adquirido na BDH Biochemicals. 
O hidróxido de sódio foi adquirido à J.T. Baker. A coluna de Sephadex LH-20 foi adquirida à 
Pharmacia Biotech. 
 
3. Equipamentos 
As absorvências foram lidas num espectrofotómetro Camspec M350 Double Beam UV-Visible 
Spectrophotometer. A análise de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) foi 
realizada num aparelho Finnigan™ Surveyor® Plus Modular LC System equipado com uma 
coluna Purospher® STAR RP-18 da Merck e software Xcalibur. Os espectros de massa foram 
obtidos por um espectrómetro de massa ApexQe FTICR, Bruker Daltonics equipado com uma 
fonte combinada que permite a ionização tanto por electrospray como por MALDI (do inglês 
Matrix Assisted Laser Desorption Ionization) e um magneto condutor de 7T. Os ensaios 
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celulares foram levados a cabo numa câmara de fluxo laminar vertical Esco Class II Biohazard 
Safety. As amostras de pequeno volume foram centrifugadas numa centrífuga Mini-Spin da 
Eppendorf. 
 
4. Preparação do extracto aquoso 
O extracto aquoso de P. barbatus foi preparado como infusão, a partir de folhas frescas, 
obtendo-se uma concentração final de extracto de planta de 0,1 g/mL. A infusão resultante foi 
filtrada em papel de filtro Whatman e o peso seco foi determinado por liofilização num 
liofilizador Heto Power Dry LL 3000. O rendimento da reacção foi de 140 mg de extracto/g de 
planta fresca. 
 
5. Linhas Celulares 
A linha celular utilizada foi Caco-2 (ATCC#HTB-37), uma linha de células epiteliais de 
adenocarcinoma colo-rectal. As células foram gentilmente cedidas pelo Professor Doutor 
Carlos Farinha, pertencente ao Departamento de Química e Bioquímica da Faculdade de 
Ciências da Universidade de Lisboa. 
 
6. Actividade antioxidante 
A determinação da actividade antioxidante das amostras foi realizada através do método 
descrito por Tepe et al. (2007), baseado na reacção do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Este 
método tem por base a capacidade dos compostos antioxidantes captarem radicais livres, 
como o DPPH (figura 11).  
 
Figura 11. Esquema reaccional que ilustra a reacção do DPPH com um potencial antioxidante (adaptado 
de Molyneux, 2004) 
 
O DPPH é um radical livre estável, de centro azotado, que apresenta cor roxa em 
solução metanólica. Este radical, quando captado por um agente antioxidante, perde a sua 
coloração e a solução adquire progressivamente a cor amarela à medida que se forma o 
produto da reacção entre o DPPH e o antioxidante – a difenilpicril hidrazina. Visto que o DPPH 
tem um pico de absorvência a 517 nm, a reacção pode ser seguida espectrofotometricamente 
medindo a extinção do DPPH, ou seja, o desaparecimento da cor roxa e a consequente 
diminuição de absorvência. 
Materiais e Métodos 
 
21 
 Adicionaram-se 15 L de extracto aquoso a 1,5 mL de solução metanólica de DPPH 
0,02%. A mistura foi incubada durante 30 minutos e leu-se a absorvência a 517nm contra o 
branco correspondente, onde o DPPH foi substituído por metanol. Foi também feito um controlo 
em que o extracto aquoso foi substituído pelo seu solvente, com o objectivo de determinar a 
absorvência do DPPH. Utilizaram-se várias concentrações de extracto aquoso e o ensaio foi 
feito em triplicado para cada concentração. A extinção do DPPH foi calculada através da 
fórmula: 
 
E (%) = (Acontrolo – Aamostra / Acontrolo) x 100 
 
Onde E (%) é a percentagem de extinção do DPPH, Acontrolo é a absorvência da reacção 
controlo e Aamostra é a absorvência da reacção com dada concentração de extracto aquoso. A 
concentração de extracto aquoso para a qual se obteve 50% de extinção do DPPH (EC50) foi 
calculada através da regressão obtida pela representação gráfica da percentagem de inibição 
em função da concentração de extracto aquoso. 
 
7. Inibição da Actividade da Acetilcolinesterase 
A actividade enzimática da acetilcolinesterase (AChE) foi quantificada utilizando uma 
adaptação do método descrito por Ingkanian et al. (2003). Neste ensaio a acetiltiocolina é 
usada como substrato para a AChE, formando-se acetato e tiocolina. A reacção da tiocolina 
com o DTNB resulta na formação de 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e do ácido 5-tiobis[2-
nitrobenzóico] (TNB), que apresenta uma pico de absorvência a 405 nm (figura 12), podendo a 
reacção ser seguida espectrofotometricamente. 
Acetiltiocolina
Acetilcolinesterase
H2O
Acetato Tiocolina
(TCh)
Ácido 5,5’-ditiobis[2-nitrobenzóico] 
(DTNB)
Ácido 5-tiobis[2-nitrobenzóico] 
(TNB)
 
Figura 12. Esquema reaccional que ilustra a reacção da AChE com a acetiltiocolina, resultando, em 
última análise, na formação do TNB. (adaptado de Frasco et. al, 2005) 
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 Numa cuvette de plástico, juntaram-se 325 L de tampão Hepes (50 mM, pH 8), 100 L 
de amostra e 25 L de solução de AChE contendo 0,26 U/mL. Após 15 minutos de incubação, 
adicionaram-se 75 L de AChI (0,023 mg/mL) e 475 L de DTNB (3 mM) e mediu-se a 
absorvência a 405 nm. O ensaio foi feito em triplicado para cada concentração de extracto 
aquoso. Além disso foi feito um ensaio em branco onde se substituiu a solução de enzima por 
tampão HEPES 50 mM pH 8, e outro ensaio onde a amostra foi substituída por água. 
Considerou-se que esta reacção apresentava 100% de actividade enzimática. A inibição 
enzimática foi então calculada da seguinte forma: 
 
I (%) = 100 – (Aamostra/Acontrolo) x 100 
 
Onde I (%) é a percentagem de inibição da actividade enzimática, Aamostra é a absorvência da 
reacção contendo o extracto aquoso e Acontrolo é a absorvência da reacção controlo, contendo 
água em vez de extracto. 
 A concentração de extracto aquoso para a qual há inibição de 50% da actividade do 
enzima (IC50) foi determinada recorrendo a um gráfico de inibição do enzima (%) em função da 
concentração de extracto aquoso de P. barbatus. 
 
Os ensaios de inibição da actividade da AChE com o digerido por suco pancreático, 
usando células Caco-2 e com o resultante da reacção com a -glucuronidase, foram realizados 
com o dobro do volume de amostra, sendo descontado o correspondente volume de tampão. A 
inibição foi calculada por comparação à inibição causada pelo suco pancreático, pelo HBSS ou 
pela -glucuronidase submetidos às mesmas condições das amostras. 
 
8. HPLC analítico e preparativo 
Para ambos os tipos de análise foi utilizado um gradiente de eluição com três eluentes: 
metanol, acetonitrilo e ácido trifluoroacético (TFA) 0,05%. O gradiente utilizado está descrito na 
Tabela 1. 
 
Tabela 1: Gradiente utilizado nas corridas de HPLC 
Tempo (min) Metanol (%) Acetonitrilo (%) TFA 0,05% (%) 
0 25 5 70 
20 80 10 10 
28 25 5 70 
 
No caso do ensaio analítico, dado que o seu objectivo era a obtenção de 
cromatogramas com a maior resolução possível, injectaram-se 25 µL de uma solução aquosa 
de extracto de P. barbatus 0,5 mg/mL, a um fluxo de 1,0 mL/min. No que diz respeito às 
análises preparativas, foram injectados 25 µL de uma solução aquosa do extracto de P. 
barbatus 5 mg/mL. O aumento da concentração de extracto aquoso neste caso deve-se ao 
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facto de o objectivo das corridas ser a recolha de amostra em quantidade suficiente para 
estudos posteriores. A detecção foi feita por DAD (Diode Array Detector) entre os 200 e 600nm. 
 
9. Isolamento do (16S)-coleon E a partir do extracto aquoso de P. barbatus por 
cromatografia de exclusão molecular 
A metodologia utilizada foi adaptada de Gonçalves et al. (2005). Uma alíquota de 1 mL da 
infusão (de concentração igual a 20 mg/mL) foi fraccionada por cromatografia de exclusão 
molecular numa coluna Sephadex LH-20 (18-111 m), da Pharmacia Biotech. Na eluição da 
coluna utilizou-se: MeOH-H2O (1:9) 50 mL, MeOH-H2O (2:8) 70 mL, MeOH-H2O (3:7) 40 mL, 
MeOH-H2O (4:6) 40 mL, MeOH-H2O (1:1) 100 mL, MeOH-H2O (6:4) 50 mL. Recolheram-se três 
fracções de acordo com o seu comportamento espectrofotométrico. A fracção relativa ao ácido 
rosmarínico foi liofilizada e a fracção correspondente ao (16S)-coleon E foi concentrada sob 
fluxo de N2, e dissolvida em MeOH-H2O (1:1) para um volume final de 500 L. 
 
10. Identificação de compostos por espectrometria de massa 
As amostras foram introduzidas no aparelho utilizando uma bomba da KD Scientific com um 
fluxo de 120 L/h. O espectrómetro de massa foi calibrado utilizando uma solução de 
polietilenoglicol 2,8x10-6 mol/L (Sigma-Aldrich) em metanol HPLC (Panreac) e acidificado com 
0,1% (V/V) de ácido acético (Fluka). Os espectros de massa foram adquiridos em modo 
positivo, com um tamanho de aquisição de 512k, na gama de massas 50-500. O fluxo de gás 
nebulizador era de 2,5 L/min, o fluxo de gás de secagem era de 4,0 L/min a uma temperatura 
de secagem de 220ºC. A voltagem do capilar era de 5000V e a voltagem no eléctrodo end-cap 
era de 4500V. 
 
11. Ensaios de metabolismo in vitro do extracto aquoso de P. barbatus 
11.1. Ensaios de degradação por suco pancreático artificial 
O método utilizado foi adaptado de Yamamoto et al. (1999). Juntou-se 2,5 mL de suco 
pancreático artificial a 2,5 mL de amostra em água e incubou-se a 37ºC (obtendo-se uma 
concentração final de amostra de 5 mg/mL). Juntou-se 100 µL da mistura reaccional a 900 µL 
de metanol gelado num eppendorf nos tempos 0h, 1h, 2h, 3h, 4h. Centrifugou-se a 9000 rpm 
durante 5 minutos para precipitar a proteína e recolheu-se o sobrenadante para um vial de 
HPLC. Recolheu-se 800 µL de mistura reaccional nos mesmos tempos, e centrifugou-se a 
9000 rpm, durante 5 minutos, para analisar a actividade inibidora da acetilcolinesterase. O suco 
pancreático artificial consistiu em 250 mg de pancreatina em 10 mL de tampão K-fosfatos 50 
mM, pH 8. 
 
11.2. Ensaios de metabolismo por -glucuronidase de E. coli 
Nestes ensaios utilizou-se uma adaptação da metodologia de Justino et al. (2004). A mistura 
reaccional continha 1250 µL de extracto aquoso de P. barbatus 10 mg/mL, 125 µL β-
glucuronidase de E. coli (10 mg/mL) preparada em tampão K-fosfatos 50 mM pH 6,8, 125 µL 
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tampão K-fosfatos 10 mM pH 6,8 e 1000 µL H2O. Seguiu-se um período de incubação de 2h a 
37ºC. Após este período, a mistura foi recolhida e centrifugada a 9000 rpm, durante 10 
minutos, antes do sobrenadante ser analisado por HPLC.  
O sobrenadante resultante da digestão do extracto aquoso por β-glucuronidase de E. 
coli, além de analisado por HPLC, foi também utilizado em ensaios de inibição da AChE, 
ensaios de actividade antioxidante, ensaios de glucuronidação por extracto de fígado de ratinho 
(descrito em 12.2.) e ensaios de digestão com homogenato de células Caco-2 (descrito em 
11.3.3.). A avaliação das actividades biológicas do digerido foi realizada do mesmo modo que 
em 6 e 7.  
Neste ensaio foram realizados dois controlos, um com 300 µL de extracto aquoso de P. 
barbatus 10 mg/mL, 60 µL tampão K-fosfatos 10 mM pH 6,8 e 240 µL água e outro constituído 
por 325 µL β-glucuronidase de E. coli, 325 µL tampão K-fosfatos 10 mM pH 6,8 e 5850 µL água 
destilada. 
 
11.3. Ensaios de metabolismo com células Caco-2 
11.3.1. Ensaios de citotoxicidade 
Células Caco-2 foram cultivadas em meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro 
bovino (FBS), 100 U/mL estreptomicina e 2 mM L-glutamina, e mantidas a 37ºC em atmosfera 
com 5% CO2 numa Shel Lab CO2 Series da Sheldon Mfg. Inc. As células foram colhidas com 
tripsina e repicadas a cada 48h. 
Os ensaios de citotoxicidade foram realizados seguindo o método do MTT (Chen et al., 
2008) e o método do azul de tripano (Fellows e Donovan, 2007). Para o primeiro caso, em 
microplacas de 96 poços semearam-se 5000 células/poço em 100L e deixaram-se crescer 
durante 48h. Depois, substituiu-se o meio de cultura por meio suplementado com diferentes 
concentrações de extracto aquoso, o qual esteve em contacto com as células durante 6h. Ao 
fim desse tempo, o meio suplementado com extracto aquoso foi aspirado e as células foram 
lavadas com 50 L PBS. Então adicionou-se meio suplementado com 10% de solução MTT 5 
mg/mL em PBS. Incubou-se durante 2h a 37ºC, aspirou-se o meio e colocou-se 100 L de 
DMSO em cada poço. No dia seguinte, leu-se a absorvência a 570nm (referência 630nm) num 
leitor de microplacas Tecan Sunrise. A viabilidade foi quantificada em relação a um controlo 
tratado com meio. 
No método do azul de tripano as células foram tratadas da mesma forma que para o 
método do MTT, até ao período de contacto com o extracto aquoso. Neste ensaio, decorridas 
as 6h de incubação com o meio suplementado com extracto aquoso, este foi aspirado e as 
células foram lavadas com 50 L PBS. De seguida tripsinizaram-se as células de todos os 
poços com 50 L tripsina. Recolheram-se as células em eppendorfs e mediu-se o volume 
obtido, tendo-se adicionado 300 L de meio de cultura a cada eppendorf. Adicionou-se 80 L 
células a 20 L azul de tripano 0,4% (m/v). Contaram-se as células vivas (brancas) e mortas 
(azuis), e calculou-se a viabilidade celular em relação a um controlo tratado com meio. 
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11.3.2. Ensaios de permeabilidade 
A metodologia utilizada foi adaptada de Kern et al. (2003). Células Caco-2 foram cultivadas em 
meio de cultura DMEM suplementado com 10% soro bovino (FBS), 100 U/mL penicilina, 100 
U/mL estreptomicina, e 2 mM L-glutamina, a 37ºC em atmosfera com 5% CO2. O meio foi 
substituído a cada 48h e as células foram colhidas após separação com tripsina. Semearam-se 
cerca de 20000 células em caixas de Petri de 4 cm de diâmetro e deixaram-se crescer durante 
10 dias até atingir 80-90% confluência. Removeu-se o meio e adicionou-se 2,5 mL de HBSS 
suplementado com 1 e 3 mg/mL de extracto aquoso. Nos tempos 0h, 1h, 2h, 4h e 6h 
recolheram-se amostras do HBSS: 350 µL para ensaios de inibição da acetilcolinesterase e de 
actividade antioxidante e 100 µL que se juntaram a 500 µL de água, no caso do ensaio com 3 
mg/mL, e 200 L que se juntaram a 200 L de água no caso do ensaio com 1 mg/mL, para 
análise por HPLC (de modo a resultar uma concentração final de extracto aquoso de 0,5 
mg/mL). As amostras para actividade da acetilcolinesterase e actividade antioxidante só foram 
recolhidas no caso do ensaio com 3 mg/mL. Estas amostras foram centrifugadas a 9000 rpm 
durante 2 minutos, e congeladas até posterior utilização.  
Ao fim das 6h removeu-se o HBSS, lavaram-se as células com 500 µL de HBSS novo e 
juntou-se 1 mL de solução 1:10 TFA 0,05% / metanol (tampão de lise celular). Após uma 
incubação de 30 minutos, recolheu-se o extracto aquoso, centrifugou-se a 900rpm, durante 10 
minutos, para precipitar restos celulares, e analisou-se por HPLC. 
 
11.3.3. Ensaios de metabolismo do extracto aquoso de P. barbatus por 
homogenato de células Caco-2 
O ensaio foi adaptado de Augustijns et al. (1998). As células Caco-2 foram crescidas em 
frascos de 75 cm2 durante 15 dias e, ao fim deste período, foram lavadas com PBS. Após 
terem sido raspadas do frasco, com 5 mL de tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4 com 2-
mercaptoetanol 10 mM, as células recolheram-se e submeteram-se a dois ciclos de sonicação 
de vinte segundos cada. As células foram ainda centrifugadas a 12000 xg durante 10 minutos e 
o sobrenadante foi recolhido. O conteúdo proteico do sobrenadante foi determinado pelo 
método de Lowry O. et al. (1951) e o restante sobrenadante foi liofilizado e armazenado a -
20ºC. 
A mistura reaccional (1 mL) continha 100 µg de proteína/mL de extracto de Caco-2, 
200 L de extracto aquoso de P. barbatus para concentração final de 1 mg/mL, perfazendo-se 
o restante volume com tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4. Para esta reacção foram realizados 
dois controlos, um para o extracto aquoso de P. barbatus e outro para o extracto de Caco-2. No 
controlo do extracto aquoso de P. barbatus o volume de extracto de Caco-2 foi substituído por 
tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4. O controlo do extracto de Caco-2 continha 100 µg de 
proteína/mL de extracto de Caco-2 e o restante volume de tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4. 
As reacções tiveram início com a adição do extracto de Caco-2 e foram incubadas a 
37ºC durante 4h. Aos tempos 0, 1, 2, 3 e 4h retiraram-se 200 µL de cada ensaio, que se 
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juntaram a 200 µL de água gelada, e se congelaram. Após o congelamento, todas as amostras 
foram descongeladas, centrifugadas a 12000 xg durante 10 minutos e o sobrenadante 
analisado por HPLC. 
 
12. Ensaios de metabolismo por extracto de fígado de ratinho 
12.1. Preparação de extracto de fígado 
Os ratinhos foram mortos com injecção letal. O extracto de fígado foi preparado utilizando uma 
adaptação do método de Justino et. al (2004). Os fígados foram colhidos em PBS e mantidos 
em gelo até à homogeneização. Foram homogeneizados em tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4 
com 10 mM 2-mercaptoetanol, numa proporção de 2,5 mL de tampão por grama de tecido. 
Utilizou-se um homogeneizador B-Brown. O homogenato foi centrifugado durante 1h a 12000 
rpm, a 4ºC, numa centrífuga Eppendorf 5804 R. Determinou-se a quantidade de proteínas no 
sobrenadante pelo método de Lowry et. al. (1951) e o restante sobrenadante foi liofilizado e 
armazenado a -20ºC. 
 
12.2. Ensaios de glucuronidação 
Os ensaios de glucuronidação foram realizados recorrendo a uma adaptação do 
método de Justino et. al. (2004). Foi feita uma mistura reaccional contendo 100 L de UDPGA 
2 mM, 300 L de P. barbatus 10 mg/mL (de forma a que a concentração de extracto aquoso no 
ensaio fosse de 3 mg/mL), 350 L de tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4 e 250 L de extracto de 
fígado 20 mg/mL. Além desta reacção foi feita uma reacção controlo com quercetina que incluiu 
100 L de UDPGA 2 mM, 100L de uma solução de quercetina 400 M (de forma a que a 
concentração de quercetina no ensaio fosse de 40 M), 550 L de tampão K-fosfatos 10 mM 
pH 7,4 e 250 L de extracto de fígado 20 mg/mL. Os controlos continham 300 L de P. 
barbatus 10 mg/mL e o restante volume de tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4, e 100 L de 
solução de quercetina 400 M e o restante volume de tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4, 
respectivamente. Foi feito um controlo adicional contendo apenas 250 L de extracto de fígado 
20 mg/mL e 750 L de tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4. 
As reacções tiveram início com a adição do extracto de fígado e foram incubadas a 
37ºC durante 1h. Após o período de incubação, ambas as misturas reaccionais e todos os 
controlos foram centrifugados a 9000 rpm durante 5 minutos e foram analisados por HPLC. 
Nos ensaios com extracto aquoso desglucuronado utilizou-se uma concentração final 
de extracto aquoso de 1,5 mg/mL. 
 
12.3. Ensaios de sulfatação 
Os ensaios de sulfatação foram realizados recorrendo a uma adaptação do método de 
Justino et. al. (2004). Foi feita uma mistura reaccional contendo 25 L de PAPS 1 mM, 100 L 
de solução de quercetina 400 M (de forma a que a concentração de quercetina no ensaio 
fosse de 40 M), 250 L de extracto de fígado 20 mg/mL, e o restante volume de tampão K-
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fosfatos 10 mM pH 7,4. Além desta reacção foi feita uma reacção controlo com quercetina que 
incluiu 100L de uma solução de quercetina 400 M (de forma a que a concentração de 
quercetina no ensaio fosse de 40 M) e 900 L de tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4 e 250 L 
de extracto de fígado 20 mg/mL. Foi feito um controlo adicional contendo apenas 250 L de 
extracto de fígado 20 mg/mL, 25 L PAPS 1 mM e 725 L de tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4. 
As reacções tiveram início com a adição do extracto de fígado e foram incubadas a 
37ºC durante 1h. Após o período de incubação, ambas as misturas reaccionais e todos os 
controlos foram centrifugados a 9000 rpm durante 7 minutos e foram analisados por HPLC. 
 
13. Análise estatística 
Todos os resultados são apresentados como média ± desvio padrão, tendo sido utilizado o 
software Microsoft ® Excel 2003. 
Adicionalmente realizou-se uma análise estatística ANOVA (do inglês Analysis of 
Variance) com um nível de significância P < 0,05, utilizando o teste F de significância. 
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Ao longo deste trabalho foi feito o estudo do metabolismo in vitro do extracto aquoso de P. 
barbatus, por mimetização dos vários processos digestivos. Também se determinaram as 
actividades biológicas do extracto aquoso – inibição da actividade da AChE e actividade 
antioxidante – durante o metabolismo. 
 
 Numa fase inicial, determinaram-se as actividades biológicas do extracto aquoso total 
(Capítulo III – 1.). Para avaliar a capacidade de inibição da actividade da AChE, calculou-se o 
valor de IC50, que corresponde à concentração de extracto aquoso para a qual se obtém 50% 
de inibição da actividade da AChE. Analogamente, a determinação da actividade antioxidante 
do extracto aquoso envolveu o cálculo do valor de EC50, que equivale à concentração de 
extracto responsável por 50% de extinção do radical DPPH. 
 
 Posteriormente identificou-se por espectrometria de massa (MS) a estrutura de alguns 
dos compostos existentes no extracto aquoso (Capítulo III – 2.) e isolou-se o (16S)-
coleon E por cromatografia de exclusão molecular, testando-se a sua actividade como inibidor 
da AChE (Capítulo III – 3.). 
 
 O estudo do metabolismo in vitro do extracto aquoso incluiu a simulação de vários tipos 
de digestão. Primeiramente foi feita a digestão com suco pancreático artificial (Capítulo III – 
4.1.), seguindo-se a reacção através da análise de amostras por HPLC, e determinando-se as 
actividades biológicas do extracto aquoso durante as 4h de digestão. De seguida, o extracto 
aquoso foi digerido com -glucuronidase de E. coli (Capítulo III – 4.2.), para mimetizar a 
metabolização dos compostos pela microflora intestinal. Também neste caso se avaliaram as 
actividades biológicas do extracto aquoso após 2h de incubação com o enzima bacteriano. A 
passagem pelo epitélio intestinal foi simulada através de ensaios na presença de células Caco-
2 (Capítulo III – 4.3.). Inicialmente fizeram-se ensaios de toxicidade celular que permitiram 
concluir qual a concentração de extracto aquoso mais adequada à realização de ensaios de 
permeabilidade. Estes ensaios tiveram o objectivo de verificar se e quais os compostos que 
atravessam a membrana intestinal. Uma vez terminado este ensaio foi realizada uma 
experiência semelhante mas utilizando homogenato de células Caco-2. Com este ensaio 
pretendia-se saber se as células da membrana intestinal contêm no seu interior enzimas 
capazes de metabolizar os compostos do extracto aquoso. Finalmente, estudou-se o 
metabolismo hepático do extracto aquoso utilizando para tal extracto de fígado de ratinho 
(Capítulo III – 4.4.). Neste caso, a reacção de glucuronidação foi a mais aprofundada tendo-se 
feito apenas uma abordagem superficial ao estudo da reacção de sulfatação. 
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1. Actividades biológicas do extracto aquoso de P. barbatus 
1.1. Actividade inibitória da Acetilcolinesterase (AChE) 
Nas regiões onde é abundante, o extracto aquoso de P. barbatus é utilizado no tratamento de 
doenças do foro psicológico e psiquiátrico. Sendo a AD a causa mais comum de demência 
(Behl, 1997; Cummings, 2004; Citron, 2004; LaFerla e Oddo, 2005; Blennow et al., 2006), e 
estando a AChE intimamente relacionada com os efeitos desta patologia, é imperativo saber se 
o extracto aquoso de P. barbatus pode ser usado como inibidor deste enzima. Como tal, um 
dos estudos feitos teve como objectivo verificar se o extracto aquoso da planta era capaz de 
inibir a AChE. Para tal, testou-se o efeito de concentrações crescentes de extracto aquoso na 
actividade do enzima (figura 13). Este ensaio teve a finalidade de determinar um parâmetro que 
permita comparar a actividade inibitória do extracto aquoso com a actividade de inibidores 
sintéticos usados no tratamento da AD – o IC50. O IC50 equivale à concentração de extracto 
aquoso à qual corresponde uma inibição de 50% da actividade da AChE. Assim, comparando o 
valor de IC50 do extracto aquoso com o de outro inibidor, é possível ter noção da capacidade 
inibitória do extracto aquoso de P. barbatus. 
 
Figura 13. Representação gráfica da inibição da 
actividade enzimática (%) em função da 
concentração de extracto aquoso (mg/mL), que 
permite o cálculo do IC50. O valor exacto deste 
parâmetro é calculado através da média dos 
valores obtidos para cada um dos replicados. 
 
Como se pode observar na figura 
13, existe uma relação de proporcionalidade 
directa entre a concentração de extracto 
aquoso e a correspondente inibição da 
actividade de AChE: à medida que se aumenta a concentração de extracto aquoso aumenta 
também a percentagem de inibição da AChE conseguida. Por este motivo, a representação da 
percentagem de inibição da actividade enzimática em função da concentração de extracto 
aquoso permite estabelecer uma regressão linear a partir da qual se calcula a concentração de 
extracto aquoso que corresponde a uma inibição da actividade enzimática de 50%. O valor de 
IC50 obtido foi de 1005,00  24 g/mL. Comparativamente ao valor determinado anteriormente 
em que o extracto aquoso apresenta 32% de inibição com 0,5 mg/mL de extracto aquoso (Falé 
et al., 2008), verificamos que se obteve um valor semelhante se admitirmos uma zona de 
resposta linear do enzima. Do mesmo modo, este valor é semelhante aos obtidos por Mata et 
al. (2007) para extractos aquosos de Mentha spicata (IC50 = 721 ± 0,1 g/mL), Mentha 
pulegium (IC50 = 1581 ± 53,6 g/mL), Rosmarinus officinalis (IC50 = 769 ± 3,9 g/mL) e Thymus 
serpyllum (IC50 = 348 ± 0,1 g/mL). Todas estas plantas pertencem à família Lamiaceae, pelo  
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que se pode afirmar que o valor de IC50 obtido para o extracto aquoso de P. barbatus está de 
acordo com os valores típicos de plantas da sua família. 
 Por outro lado, este valor é bastante elevado quando comparado com o IC50 da 
galantamina. A galantamina (figura 14) é um inibidor reversível competitivo da AChE, que além 
desta função tem também um efeito modulador alostéreo dos receptores nicotínicos de 
acetilcolina (nAChRs) (Geerts et al., 2005). De facto, é o único fármaco recomendado para o 
tratamento da AD que apresenta ambas as funções e pensa-se que esta propriedade possa 
aumentar o seu efeito terapêutico.  
 
 
Figura 14. Estrutura química da galantamina (retirado de Lilienfeld, 
2002). 
 
 
É um alcalóide terciário, que foi isolado da planta Galanthus woronowi e de algumas 
plantas pertencentes à família Amaryllidaceae (Lilienfeld, 2002). 
Na literatura é referido que o IC50 da galantamina in vitro é de 800 nM, o que 
corresponde a 0,295 g/mL (Geerts et al., 2005). A galantamina mostra ser um melhor inibidor 
AChE, comparativamente ao extracto aquoso de P. barbatus, Contudo, não se deve fazer uma 
comparação directa dos valores de IC50 pois a galantamina é uma substância pura enquanto 
que o extracto aquoso é uma mistura de compostos, alguns dos quais podem ter pouca ou 
nenhuma actividade. Para uma avaliação mais correcta do poder inibitório do extracto aquoso 
deveria comparar-se o IC50 da galantamina com o IC50 de cada um dos compostos do extracto 
aquoso. No entanto a situação mais próxima da realidade é a utilização do extracto aquoso 
total, uma vez que é nessa forma que é consumido. Poderia então concluir-se que este não é 
um bom exemplo de inibidor da AChE, comparativamente à galantamina. No entanto, o 
extracto aquoso da planta exibe algumas vantagens em relação à galantamina como o facto de 
não produzir qualquer tipo de efeitos secundários. Uma das principais desvantagens da 
galantamina é precisamente a vasta gama de efeitos secundários que pode produzir, como 
tonturas, náuseas, vómitos, anorexia, dores de cabeça, entre outros (Ibach e Haen, 2004; 
Hogan D., 2007). Além disso, a galantamina não deve ser administrada a doentes que sofram 
de insuficiência renal ou desordem hepática severas, uma vez que estes não têm capacidade 
de a eliminar completamente do organismo (Ibach e Haen, 2004), fazendo com que o fármaco 
se acumule e se torne tóxico. Esta é outra vantagem do extracto aquoso de P. barbatus já que, 
ao ser um produto natural e apresentar um IC50 muito superior, pode ser administrado em 
concentrações superiores sem haver o risco de toxicidade para o organismo. 
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1.2. Actividade antioxidante 
Outra actividade biológica relevante do extracto aquoso de P. barbatus é a sua actividade 
antioxidante. Como já foi referido anteriormente (ver Capítulo I), os antioxidantes são moléculas 
de grande importância na prevenção dos danos cerebrais causados pelas ROS e RNS 
relacionadas, por exemplo, com a proteína A. Todos os dias o organismo está sujeito a danos 
oxidativos causados pelos radicais livres. O simples facto de estarmos expostos a radiação 
ultravioleta implica a formação do radical hidroxilo a partir do peróxido de hidrogénio. Por 
serem espécies radicalares, estes compostos têm a capacidade de reagir muito facilmente com 
outras moléculas, sendo as mais susceptíveis os lípidos (peroxidação dos ácidos gordos 
insaturados das biomembranas), as proteínas (desnaturação), os glúcidos e os ácidos 
nucleicos (Blokhina et al., 2003). Na verdade, várias moléculas do nosso corpo podem sofrer 
reacções deste tipo. Por exemplo, a adrenalina, a dopamina e alguns componentes da cadeia 
transportadora de electrões podem reagir com o oxigénio e formar a espécie radical anião 
superóxido (O2.-) (Halliwell, 1996). Tendo em conta que este tipo de reacções ocorre 
naturalmente, o corpo humano possui alguns sistemas antioxidantes como é o caso dos 
enzimas superóxido dismutase, catalase e glutationo peroxidase. Contudo, estes mecanismos 
podem não ser suficientemente eficazes na eliminação de radicais livres, pelo que é muito 
importante a acção dos antioxidantes provenientes da dieta, no sentido de prevenir situações 
de stress oxidativo – situações em que o equilíbrio entre radicais e antioxidantes é perdido a 
favor dos radicais. 
 Hoje em dia, antioxidantes como a vitamina E já são utilizados no tratamento da AD 
sendo a sua acção combinada com a terapêutica farmacológica (Cummings, 2004). 
Como já foi referido, o extracto aquoso de P. barbatus apresenta algumas vantagens 
em relação à galantamina e uma delas é a sua actividade antioxidante. É de notar a 
importância desta propriedade, pois uma elevada actividade antioxidante é sinónimo de uma 
elevada protecção face a danos oxidativos, como os produzidos por processos inflamatórios. 
Neste trabalho, a actividade antioxidante do extracto aquoso foi quantificada através do 
método do DPPH. No teste do DPPH, os antioxidantes reduzem o radical DPPH a um 
composto amarelado – a difenilpicrilhidrazina (ver Capítulo II – 6.) – e a extensão da reacção 
dependerá da capacidade do antioxidante de doar hidrogénios. É de referir que existem vários 
ensaios para testar a capacidade antioxidante de um composto. No entanto, escolheu-se o 
método do DPPH por este ser um radical muito estável, o que permite a sua fácil manipulação. 
Mais ainda, a sua grande estabilidade implica que um potencial antioxidante será capaz de 
reagir com outros radicais conhecidos que são mais instáveis e, por isso, mais reactivos. Logo, 
um composto que apresente resultados promissores no teste do DPPH é um composto 
promissor para outros estudos in vitro (Ammar et al., 2009). 
Assim, analogamente ao que se fez para a inibição da AChE, e tal como foi descrito 
anteriormente (ver Capítulo II), determinou-se o valor de EC50, que corresponde à 
concentração de extracto aquoso responsável pela extinção de 50% da cor do radical DPPH. 
Na figura 15 encontra-se a regressão linear que permitiu o cálculo do valor exacto do EC50. 
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Figura 15. Representação gráfica da extinção do DPPH 
(%) em função da concentração de extracto aquoso 
(g/mL), que permite o cálculo do EC50. O valor exacto 
deste parâmetro é calculado através da média dos 
valores obtidos para cada um dos replicados. 
 
Verificou-se que existe uma relação linear 
entre a extinção do DPPH e a concentração de 
extracto aquoso. Com o aumento da concentração 
de extracto aquoso, a extinção do DPPH que lhe 
corresponde tende a aumentar também. No 
entanto, isto só é verdade para concentrações baixas. Á medida que se aumenta a 
concentração de extracto aquoso perde-se a tendência (valores não mostrados no gráfico), 
sendo que para concentrações acima de 30 g/mL a extinção do DPPH é total (100%). Por 
esta razão a recta de tendência que permite o cálculo do valor de EC50 foi aplicada apenas 
para valores de concentração inferiores a 30 g/mL. 
O valor de EC50 obtido foi de 13,19  0,26 g/mL, o que mostra que a actividade 
antioxidante do extracto aquoso de P. barbatus é bastante elevada visto ser semelhante à do 
padrão comercial butil-hidroxitolueno (BHT), cujo EC50 em extracto aquoso é de 54 g/mL 
(Pourmorad et al., 2006). O BHT é um antioxidante comercial, 
análogo da vitamina E, utilizado como aditivo alimentar, na 
cosmética, e em fármacos, entre outros (figura 16). 
 
 
Figura 16. Estrutura química do BHT. (retirado de 
http://wikipedia.org) 
 
 A actividade antioxidante de P. barbatus poderá dever-se não só ao ácido rosmarínico 
(composto maioritário do extracto aquoso) mas também aos flavonóides existentes no extracto 
aquoso. Como já foi referido (ver Capítulo I), os flavonóides possuem características estruturais 
específicas que lhes conferem o poder de captação de radicais livres, nomeadamente o grupo 
catecol no anel B, a conjugação entre o anel B e o grupo 4-oxo via a dupla ligação 2,3 e a 
combinação dos grupos 3- e 5-OH do grupo 4-oxo (Gomes et al., 2008). Tendo em conta que o 
extracto aquoso possui vários flavonóides – a luteolina 7-O-glucurónido, a apigenina 7-O-
glucurónido (como se verá em Capítulo III – 2.) e a escutelareína 4’-metil éter 7-O-glucurónido 
(Falé et al., 2008) – é fácil compreender a elevada actividade antioxidante que lhe está 
associada. 
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2. Identificação de compostos do extracto aquoso de P. barbatus por 
espectrometria de massa (MS) 
O cromatograma do extracto aquoso de P. barbatus contém vários picos (figura 17). 
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Figura 17. Cromatograma do extracto aquoso de P. barbatus. Os compostos indicados com os números 
1, 3, 4 e 6 foram analisados por espectrometria de massa (MS). Os compostos indicados com os números 
2, 5 e 7 são o ácido rosmarínico, a escutelareína 4’-metil éter 7-O-glucurónido e o (16S)-coleon E (Falé et 
al., 2008), respectivamente. Os espectros UV-Vis dos diferentes compostos encontram-se no anexo I 
 
Trabalhos anteriores (Falé et al., 2008) tinham mostrado que o pico maioritário do 
extracto aquoso, pico 2 da figura 17, era o ácido rosmarínico e que os picos 5 e 7 da figura 17 
correspondiam à escutelareína 4’-metil éter 7-O-glucurónido e ao (16S)-coleon E, 
respectivamente. As folhas de P. barbatus recolhidas em Setembro de 2008, revelaram conter 
mais dois compostos que não apareciam anteriormente no cromatograma em quantidade 
identificável. Este facto comprova a situação descrita na bibliografia (Eggelkraut-Gottanka et 
al., 2002) de que existe variabilidade de compostos em extractos de plantas recolhidos em 
épocas diferentes. Face a esta situação, impõe-se a identificação dos novos picos que 
surgiram no cromatograma (picos 1,3,4 e 6, figura 17). 
No extracto aquoso de P. barbatus existiam portanto quatro compostos cuja estrutura 
química era desconhecida, com tempos de retenção 8,98 min, 10,47 min, 12,82 min e 14,32 
min (picos 1, 3, 4 e 6 da figura 17, respectivamente). Para identificar os referidos compostos, 
fizeram-se análises de HPLC preparativo de amostras do extracto aquoso de concentração 5 
mg/mL, recolhendo os picos de interesse. As amostras recolhidas foram então analisadas por 
MS. Dos quatro compostos desconhecidos existentes no extracto aquoso, foi possível a 
identificação de dois desses compostos. 
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 Relativamente ao composto com tempo de retenção de 8,98 min (pico 1 – figura 17), 
foi-lhe atribuída a fórmula molecular [C21H18O12+H]+, tendo uma razão massa/carga (m/z) 
experimental de 463,08571 e m/z teórica de 
463,08710, com um erro associado de 3,0 
ppm. O seu espectro de massa MS2 
encontra-se na figura 18. 
 
Figura 18. Espectro MS2 do composto com Tr = 
8,98 min 
 
 O espectro de massa indica que o 
composto deverá estar associado a uma 
molécula de ácido glucurónico pois a perda 
de massa de 176 é normalmente atribuída a este ácido. Por outro lado, o pico resultante da 
fragmentação (m/z 287) corresponde à luteolina, pelo que o composto com tempo de retenção 
8,98 min deverá ser a luteolina 7-O-glucurónido (figura 19). 
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Figura 19. Estrutura química da luteolina 7-O-glucurónido 
 
 
Quanto ao composto com tempo de retenção 10,47 min (pico 3 – figura 17), apresenta 
um valor de m/z experimental de 447,09064 e um valor de m/z teórico de 447,09219, tendo um 
erro associado de 3,5 ppm. Foi-lhe atribuída a fórmula molecular [C21H18O11+H]+ e o seu 
espectro de massa MS2 encontra-se na 
figura 20.  
 
Figura 20. Espectro MS2 do composto com Tr = 
10,47 min 
 
Neste espectro observa-se também 
uma perda de massa de 176, que deve 
corresponder ao ácido glucurónico. Por sua 
vez o pico com m/z 271 corresponde à 
apigenina, pelo que se concluiu que o 
composto com tempo de retenção 10,47 min deverá ser a apigenina 7-O-glucurónido (figura 
21). 
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Figura 21. Estrutura química da apigenina 7-O-glucurónido 
 
Na literatura é referido que as posições mais favoráveis à glucuronidação de 
flavonóides são 5-OH e 7-OH (Justino et al., 2004). Além disso, diversos autores (Grayer et al., 
2002, Marin et al. 2007, Fecka e Turek, 2008) já isolaram a luteolina 7-O-glucurónido e a 
apigenina 7-O-glucurónido em plantas da família Lamiaceae. Por estes motivos, se concluiu 
que o ácido glucurónico deverá estar na posição 7. 
 
A figura 22 ilustra o esquema de fragmentação proposto para a obtenção dos picos 
com m/z 287 e 271, que surgem nos espectros de massa dos compostos identificados (figuras 
18 e 20, respectivamente). 
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Figura 22. Esquema de fragmentação dos compostos identificados. a) Luteolina 7-O-glucurónido; b) 
Apigenina 7-O-glucurónido 
 
 Quanto aos dois compostos não identificados – Tr = 12,82 min e Tr = 14,32 min – a sua 
estrutura ainda não é conhecida, permanecendo em estudo. No entanto, determinou-se que o 
composto A (pico 4, figura 17) – Tr = 12,82 min – tem a fórmula molecular [C20H28O8+Na]+. uma 
m/z experimental de 419,16973 e teórica de 419,16764 com um erro associado de -5,0 ppm 
Também se sabe que ao composto B (pico 6, figura 17) – Tr = 14,32 min – foi atribuída a 
fórmula molecular [C20H26O7+H]+, apresentando um valor de m/z experimental de 403,17361, e 
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uma m/z teórica de 403,17513, com um erro associado do 3,8 ppm. A identificação completa 
da estrutura destes compostos está a decorrer no laboratório. 
3. Isolamento do (16S)-coleon E do extracto aquoso de P. barbatus por 
cromatografia de exclusão molecular 
Estudos anteriores do grupo (Falé et al., 2008) identificaram no extracto aquoso de P. barbatus 
compostos com actividade inibitória da AChE, sendo um desses compostos o (16S)-coleon E 
(no Anexo I encontra-se a estrutura química e o espectro UV-Vis deste composto). Dada a 
actividade deste composto, determinada nos estudos anteriores acima referidos, numa fase 
inicial do trabalho tentou-se isolá-lo através de métodos cromatográficos para que se pudesse 
estudar a sua aplicação biológica isoladamente. Recorrendo à metodologia descrita na 
bibliografia (Gonçalves et al., 2005), utilizou-se uma coluna de Sephadex LH-20 e um gradiente 
de eluição composto por soluções aquosas de metanol, para separar alíquotas de extracto 
aquoso de acordo com o seu comportamento espectrofotométrico. O perfil de eluição 
tipicamente obtido ao longo das várias tentativas de separação encontra-se na figura 23. 
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Figura 23. Cromatograma relativo à última cromatografia de exclusão molecular realizada. A 
concentração de extracto aquoso utilizada foi de 20 mg/mL 
 
 No cromatograma obtido observam-se duas fracções distintas. Uma fracção que 
apresenta um pico de absorvência a 320 nm principalmente correspondente ao ácido 
rosmarínico e uma fracção com um pico de absorvência a 440 nm que corresponde ao (16S)-
coleon E. Atendendo a este comportamento, e também à cor das diferentes fracções, isolou-se 
o composto recolhendo os tubos de ensaio que continham a fracção que lhe era 
correspondente. O (16S)-coleon E é um composto que apresenta uma coloração castanha 
característica, que permite distingui-lo facilmente mesmo ainda antes de se ler a absorvência 
das diferentes fracções recolhidas. 
 Uma vez isolado o composto de interesse, tentou determinar-se o seu valor de IC50. 
Contudo, o (16S)-coleon E revelou ser extremamente instável. Quando dissolvido em metanol, 
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água ou DMSO, degradava-se instantaneamente, alterando a sua cor de castanho para verde. 
Assim, a única forma de o manter estruturalmente intacto durante os ensaios de actividade da 
acetilcolinesterase foi através da sua dissolução em solução MeOH-H2O (1:1). Devido à 
instabilidade do (16S)-coleon E, fizeram-se apenas alguns ensaios para poder ter uma ideia do 
potencial inibidor deste composto. Assim, testou-se a actividade da AChE na presença de 0,5, 
e 0,75 mg/mL de (16S)-coleon E. Os resultados obtidos estão na Tabela 2. 
 
Tabela 2. Actividade inibitória da acetilcolinesterase do (16S)-coleon E 
Concentração de (16S)-coleon E (mg/mL) Inibição AChE (%) Desvio padrão 
0,5 43,15 6,78 
0,75 24,34 5,29 
 
 A análise da Tabela 2 leva a concluir que a actividade antiacetilcolinesterásica do 
(16S)-coleon E é ainda bastante considerável. Uma vez que a concentrações mais elevadas se 
observou um menor valor de inibição da actividade enzimática, pôs-se a hipótese de que a 
inibição provocada pelo (16S)-coleon E atinja um patamar e a partir de um dado valor de 
concentração a inibição da AChE permaneça constante. Estes ensaios deveriam ser repetidos 
com mais valores de concentração de (16S)-coleon E, para poder tirar conclusões fiáveis. No 
entanto, dada a grande instabilidade do composto, não foi possível continuar o seu estudo e 
optou-se por continuar o trabalho com o extracto aquoso total, pois esta é também uma melhor 
simulação da situação real. 
 
4. Metabolismo in vitro do extracto aquoso de P. barbatus  
Atendendo a que a AChE actua na junção sináptica neuronal (Silman e Sussman, 2005), para 
que os compostos activos do extracto aquoso de P. barbatus possam exercer a sua actividade 
devem chegar intactos ao cérebro. Para tal, os compostos não devem ser degradados pelo 
tracto gastrointestinal após a sua ingestão na forma de “chá”, de forma a atingirem a corrente 
sanguínea e poderem assim ser transportados até ao seu destino. Por este motivo, fizeram-se 
estudos de metabolismo in vitro com o objectivo de verificar se (e quais) os compostos que são 
degradados pelo tracto gastrointestinal. Para o conseguir, simulou-se, in vitro, a digestão com 
suco pancreático artificial, com enzimas bacterianos da flora intestinal, com células Caco-2, 
com homogenato de células Caco-2 e, numa abordagem ligeiramente diferente, com extracto 
de fígado de ratinho. 
Uma das primeiras fases do metabolismo gastrointestinal é a digestão dos alimentos 
pelo suco gástrico no estômago. É de referir que neste trabalho não foi mimetizada esta 
digestão uma vez que este ensaio foi feito paralelamente por um outro colaborador do grupo. 
Os resultados desse ensaio mostraram que os compostos de P. barbatus não são 
significativamente degradados pelo suco gástrico, pelo que o extracto aquoso de P. barbatus 
sai do estômago intacto (dados não publicados). Do mesmo modo, não se verificaram 
alterações nas actividades antiacetilcolinesterásica e antioxidante do extracto aquoso (dados 
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não publicados). Este resultado está de acordo com os dados obtidos por Crespy et al. (2002) 
que observaram que a maioria dos O-glicósidos de flavonóides parecem resistir à hidrólise 
ácida no estômago, chegando intactos ao duodeno. 
 
4.1. Digestão com suco pancreático artificial 
Faria sentido utilizar neste ensaio o resultante da digestão com suco gástrico artificial, tal como 
referem Bermúdez-Soto et al. (2007) e Cilla et al. (2009). No entanto, tendo em conta os 
resultados da digestão do extracto aquoso pelo suco gástrico artificial, onde não se observaram 
alterações significativas, fez-se a digestão de um novo extracto aquoso com suco pancreático 
artificial, para observar se ocorrem alterações tanto a nível da percentagem de cada composto, 
como a nível das actividades biológicas do extracto aquoso. 
Os resultados obtidos mostram que ocorreram algumas alterações na composição do 
extracto aquoso após digestão pelo suco pancreático artificial. Na figura 24 mostra-se a 
variação da área dos vários picos que surgem no cromatograma do extracto aquoso após 
metabolização pelo suco pancreático artificial. Por conveniência de representação do gráfico, 
não se incluíram as barras de erro relativas à área de cada pico ao longo do tempo. Não 
obstante, o ensaio foi realizado em triplicado tendo-se obtido um desvio padrão de 
aproximadamente 15%.  
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Figura 24. Digestão dos compostos de P. barbatus por suco pancreático artificial. Representação da área 
de cada pico (em percentagem) em função do tempo de ensaio 
 
A alteração mais significativa ocorreu com o composto B, que desapareceu quase por 
completo. O composto A sofreu um grande aumento visto que a área do seu pico aumenta para 
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mais do triplo da área inicial e por isso optou-se por registar o seu metabolismo separadamente 
(figura 25). Pensa-se que o composto A, ainda não identificado, seja correspondente ao pico 4  
da figura 17 pois ambos apresentam o mesmo tempo de retenção e têm espectros UV-Vis 
idênticos.  
 
Figura 25. Digestão do composto A de P. 
barbatus por suco pancreático artificial. 
Representação da área do pico (em 
percentagem) em função do tempo de ensaio. 
 
Uma vez que os compostos A e B 
ainda não foram identificados, não se 
pode saber se a formação de um é 
resultante da degradação do outro, mas 
esta poderá ser uma hipótese já que a pancreatina utilizada no ensaio é composta por vários 
enzimas hidrolíticos, alguns deles com actividade de esterase, como a lipase. 
 
 
É de referir que o (16S)-coleon E (pico 7, figura 17) que surgia inicialmente no 
cromatograma do extracto aquoso não surge em nenhum dos cromatogramas relativos ao 
extracto digerido com suco pancreático artificial, nem mesmo no início da reacção. Por este 
motivo, parte-se do princípio que o composto seja de tal forma instável que o simples contacto 
com a pancreatina seja suficiente para o degradar e por isso o seu pico não esteja presente em 
nenhum cromatograma. Esta hipótese é apoiada por observações prévias, onde se constatou 
que o (16S)-coleon E era muito instável em solução (ver Capítulo III - 3.). 
 Atendendo aos resultados obtidos pode então afirmar-se que o ácido rosmarínico sofre 
uma degradação de aproximadamente 30%, o composto B é degradado e o composto A sofre 
um grande aumento. As alterações ao cromatograma das 0h são visíveis no Anexo II. O pico 
que surge antes da luteolina 7-O-glucurónido poderá corresponder ao ácido cafeico resultante 
da degradação do ácido rosmarínico. É de referir que o composto A já existia no extracto 
aquoso inicial, antes da digestão. Ou seja, não é um composto novo que se forma durante a 
digestão. O que sucede é que ao longo das quatro horas de ensaio se observa um aumento 
bastante considerável da área do pico do composto A, que é coincidente com a diminuição da 
área do pico do composto B. 
 Tal como foi feito para o suco gástrico, após a digestão com suco pancreático fizeram-
se ensaios de actividade AChE e actividade antioxidante com o objectivo de verificar se as 
actividades biológicas do extracto aquoso se mantinham (figura 26).  
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Figura 26. Actividades biológicas do extracto aquoso de P. barbatus após digestão pelo suco pancreático 
artificial. a) Inibição da AChE; b) Actividade antioxidante 
 
 Ao passo que não se registaram alterações significativas na actividade antioxidante 
(para um intervalo de confiança de 95%), observou-se uma diminuição de cerca de 50% na 
inibição da AChE. Esta diminuição pode dever-se a dois factores. Por um lado, houve alguma 
degradação do ácido rosmarínico e visto que este é o composto maioritário do extracto aquoso 
de P. barbatus e principal responsável pela inibição da AChE é normal que se observe uma 
diminuição desta. Por outro lado, o composto B degradou-se durante a digestão, havendo 
formação do composto A. Se os compostos tivessem a mesma actividade seria de esperar que 
não houvesse alterações na inibição da AChE pois o aumento de um compensaria a 
diminuição do outro. Uma vez que não é isso que se observa, pensa-se então que o composto 
B seja um melhor inibidor AChE do que o composto A e, por isso, ao ser degradado a 
percentagem de inibição conseguida diminui também. 
 
4.2. Metabolismo do extracto aquoso de P. barbatus por -glucuronidase de E. coli 
Antes da absorção pelas células do epitélio intestinal, o extracto aquoso de P. barbatus é 
submetido à acção de vários microrganismos. A maioria destas células são procariotas que 
habitam na mucosa intestinal. A estas células dá-se o nome de microflora intestinal e são 
responsáveis pela metabolização de vários compostos provenientes da alimentação que o ser 
humano não consegue digerir. Alguns desses compostos são flavonóides, que após a 
metabolização pela microflora originam aglíconas que são posteriormente metabolizadas em 
ácidos fenólicos (Gomes et al., 2008). Vários autores encontraram evidências de que o 
metabolismo dos compostos por bactérias possa estar envolvido na conjugação dos 
flavonóides, atendendo à diversidade de metabolitos encontrados na urina (Kurzer e Xu, 1997; 
King e Bursill, 1998). A microflora é formada por diversas espécies e estirpes de bactérias, 
sendo Escherichia coli (E. coli) uma das mais significativas.  
Para mimetizar o metabolismo do extracto aquoso de P. barbatus pela microflora 
intestinal foram feitos ensaios onde o extracto aquoso foi incubado com -glucuronidase de E. 
coli. A -glucuronidase (EC 3.2.1.31) é o enzima responsável pela hidrólise do ácido 
glucurónico terminal de compostos como os flavonóides. 
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Como tal, e visto que grande parte dos compostos de P. barbatus está conjugada com 
o ácido glucurónico, espera-se que a reacção com o enzima resulte na degradação dos 
compostos glucuronados e na formação das respectivas aglíconas. De facto, os resultados 
obtidos mostraram estar em concordância com o que era esperado (figura 27). Quando se 
comparou o cromatograma da reacção do extracto aquoso com -glucuronidase com o 
cromatograma do extracto aquoso em tampão (controlo) observou-se a diminuição dos picos 
correspondentes aos compostos glucuronados – luteolina 7-O-glucurónido, apigenina 7-O-
glucurónido e escutelareína 7-O-glucurónido. Ou seja, diminuem os picos 1, 3 e 5 da figura 27. 
No caso da luteolina – o único flavonóide do extracto aquoso para o qual se possui padrão 
comercial – verificou-se nitidamente a diminuição do pico do seu glucurónido (1 – figura 27) e o 
aparecimento do pico da sua aglícona (7 – figura 27). É de referir que a luteolina não 
conjugada tem um tempo de retenção coincidente com a escutelareína 4’-metil éter 7-O-
glucurónido, pelo que o pico 7 não corresponde a uma fraca diminuição desta última, mas sim 
à formação da aglícona da luteolina 7-O-glucurónido (pico 1).  
Observou-se também um aumento dos picos correspondentes ao ácido rosmarínico e 
aos compostos A e B (picos 7, 8 e 10, respectivamente, na figura 27).  
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Figura 27. Cromatograma relativo à desglucuronidação do extracto aquoso de P. barbatus. A tracejado 
encontra-se o cromatograma do extracto inicial e a preto encontra-se o cromatograma do extracto 
incubado com -glucuronidase. Os compostos numerados são: 1 – Luteolina 7-O-glucurónido; 2 – Ácido 
rosmarínico; 3 – Apigenina 7-O-glucurónido; 4 – Composto A; 5 – Escutelareína 4’-metil éter 7-O-
glucurónido; 6 – Composto B; 2’ - Ácido rosmarínico; 4’ – Composto A; 6’ – Composto B; 7 – Luteolina 
 
 Tal como se fez para todos os outros ensaios de metabolismo, também neste caso se 
determinaram as actividades biológicas do extracto aquoso após 2h de incubação com a -
glucuronidase. O extracto aquoso mostrou manter as suas actividades biológicas, obtendo-se 
uma extinção do DPPH de 81,74  0,38% (valor semelhante ao inicial) e uma inibição da 
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acetilcolinesterase de 54,31  6,95% (valor semelhante ao inicial, em concordância com o valor 
de IC50). Isto mostra que as aglíconas formadas parecem ter uma actividade semelhante aos 
seus derivados glucuronados. Atendendo aos resultados obtidos, e de acordo com as 
observações de Manach et al. (1995) e Hollman e Katan (1997), deverá admitir-se que as 
aglíconas formadas durante esta reacção poderão ser posteriormente metabolizadas em 
ácidos fenólicos pela microflora intestinal e, assim, absorvidas para a corrente sanguínea, 
podendo chegar eventualmente ao cérebro.  
 
4.3. Metabolismo do extracto aquoso de P. barbatus por células Caco-2 
Tendo sido feita a digestão com os sucos gástrico e pancreático artificiais, e após a 
metabolização pela microflora intestinal, o passo seguinte na digestão é a absorção no 
intestino delgado. Para mimetizar o epitélio intestinal recorreu-se a uma linha celular tumoral 
bastante utilizada neste tipo de estudos – as células Caco-2. As células Caco-2 são uma linha 
de células epiteliais de adenocarcinoma colo-rectal humano, razão pela qual são uma boa 
abordagem para mimetizar o epitélio intestinal e, de resto, bastante utilizadas para o efeito (Liu 
e Hu, 2002).  
Para que os compostos do extracto aquoso de P. barbatus cheguem ao cérebro devem 
primeiro atravessar a barreira intestinal de forma a entrarem na corrente sanguínea. Do mesmo 
modo, para que entrem na corrente sanguínea os compostos não devem ser retidos nas 
células do epitélio intestinal. Assim, é de grande interesse saber se as células do intestino são 
permeáveis aos compostos de interesse. Contudo, antes de se fazer qualquer ensaio é 
prioritário saber se o extracto aquoso é tóxico para as células, e se o for, em que 
concentrações isto se verifica. 
 Realizaram-se então dois ensaios de citotoxicidade: um ensaio pelo método do MTT e 
um ensaio pelo método do azul de tripano.  
 
4.3.1. Ensaio de citotoxicidade pelo método do MTT 
O método do MTT tem por base a redução do MTT pelas desidrogenases mitocondriais, 
havendo formação de cristais de formazan. Estes cristais são 
insolúveis e têm uma cor azulada. 
 
Figura 28. Estrutura química do MTT (retirado de http://wikipedia.org) 
 
 Após solubilização, é possível quantificar a sua 
concentração espectrofotometricamente a 570nm (Mshana et al., 1998). Uma vez que a 
formação do formazan só ocorre em mitocôndrios intactos, este método permite avaliar a 
viabilidade das células Caco-2 após 6h de contacto com o extracto aquoso de P. barbatus. 
Neste ensaio as células Caco-2 foram expostas a diferentes concentrações de extracto 
aquoso: 1, 3, 5, 7 e 10 mg/mL. Na figura 29 encontram-se os resultados relativos ao ensaio do 
MTT. 
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Figura 29. Representação gráfica da viabilidade celular 
(%) em função da concentração de extracto aquoso 
(mg/mL), pelo método do MTT 
 
Os resultados obtidos podem tornar-se 
enganosos se tivermos em conta apenas a figura 
29. Esta parece mostrar que para concentrações 
elevadas de extracto aquoso há um aumento da 
viabilidade celular, quando na verdade o extracto aquoso é tóxico em concentrações superiores 
a 1 mg/mL. O que se observou foi que nos poços controlo e nos poços com 1 mg/mL de P. 
barbatus as células apresentavam um aspecto normal, estando aderentes à microplaca. Além 
disso, estes poços tinham cor azulada. Por estes motivos concluiu-se que a concentração de 1 
mg/mL de P. barbatus não é tóxica para as células. Nos restantes poços, com concentrações 
de extracto aquoso superiores a 1 mg/mL, apesar de as células estarem vivas (havia coloração 
azulada nos poços, pelo que se tinham formado cristais de formazan), estavam descoladas da 
microplaca (figura 30), sendo que em vários poços não havia células de todo, pois estas foram 
aspiradas durante o procedimento. A representação gráfica da viabilidade celular em função da  
concentração de extracto aquoso reflecte apenas os erros associados ao método do MTT, pois 
parece indicar que o extracto aquoso não é tóxico para as células quando na verdade estas 
estão viáveis mas perdem a capacidade de adesão. Estes erros derivam do fundamento do 
próprio método, que se baseia na absorvência do produto de reacção formado, e não tem em 
conta os efeitos celulares do extracto aquoso, que só são visíveis a nível microscópico. Por 
isso, é muito importante a observação microscópica das células durante a realização destes 
ensaios, porque é a única forma de monitorizar os verdadeiros efeitos do extracto aquoso. 
Controlo 1 mg/mL 3 mg/mL
5 mg/mL 7 mg/mL 10 mg/mL
 
Figura 30. Aspecto dos poços da microplaca após solubilização dos cristais de formazan. A cor 
amarelada (em vez de azulada) deve-se ao facto de as fotografias terem sido tiradas alguns dias após a 
leitura de absorvência a 570 nm 
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 A figura 30 vem demonstrar aquilo que foi mencionado atrás, e esclarecer os 
resultados do ensaio MTT: as células não suportam concentrações de extracto aquoso 
superiores a 1 mg/mL. Embora não se possa admitir que morram na presença do extracto 
aquoso, o facto de, na presença de concentrações mais elevadas elas se descolarem da 
microplaca mostra que estão sob stress, o que nos leva a concluir que acima da referida 
concentração o extracto aquoso de P. barbatus é tóxico para as células.  
 
 
4.3.2. Ensaio de citotoxicidade pelo método do azul de tripano 
Outra forma de testar a toxicidade celular do extracto aquoso foi através do método do azul de 
tripano. O azul de tripano (figura 31) é um corante muito utilizado para corar selectivamente 
tecidos ou células. 
 
Figura 31. Estrutura química do azul de tripano. É um composto diazo, derivado do tolueno. (retirado de 
www.wikipedia.org) 
  
O modo de actuação deste corante tem por base a permeabilidade selectiva da 
membrana celular. Dada a elevada selectividade da membrana, uma célula viva não absorve o 
azul de tripano. Por outro lado, uma célula morta já não possui as mesmas características pelo 
que o corante consegue atravessar a membrana celular e entrar na célula. Assim, as células 
mortas são coradas de azul, enquanto que as células vivas permanecem brancas (não 
coradas). 
Analogamente ao que foi feito para o método do MTT, testaram-se diferentes 
concentrações de extracto aquoso: 1, 3, 5, 7 e 10 mg/mL. As células estiveram em contacto 
com o extracto aquoso durante seis horas 
e após esse tempo foram tratadas como 
descrito no capítulo II (ver pág. 25). A 
percentagem de células viáveis é dada 
pelo número de células vivas a dividir 
pelo número total de células (vivas + 
mortas), multiplicado por cem. 
 
Figura 32. Representação gráfica da 
viabilidade celular (%) em função da 
concentração de extracto aquoso (mg/mL) 
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A figura 32 mostra que a viabilidade celular diminui com o aumento da concentração de 
extracto aquoso. Isto é verdade para concentrações baixas, surgindo uma estabilização a partir 
de 5 mg/mL. Esta estabilização resulta de um equilíbrio entre o número de células vivas e 
mortas nas concentrações mais altas. Como o azul de tripano também é tóxico para as células, 
estas não devem estar muito tempo em contacto com o corante. Por esta razão só se fizeram 
duas contagens, de modo a minimizar o número de células mortas pelo azul de tripano. Por 
este motivo, e pelo observado na figura 30, este aumento aparente da viabilidade não deve ser 
tido em conta, devendo concluir-se mais uma vez que concentrações de extracto aquoso de P. 
barbatus superiores a 1 mg/mL são tóxicas para as células. 
 
 
 
 
 
 
4.3.3. Permeabilidade das células Caco-2 ao extracto aquoso de P. barbatus 
Atendendo aos resultados dos ensaios de toxicidade celular, testou-se a permeabilidade das 
células Caco-2 ao extracto aquoso de P. barbatus em concentrações baixas. Optou-se por 
utilizar o extracto aquoso sem degradação pela -glucuronidase com a finalidade de estudar 
como se comporta o extracto global na ausência de metabolização bacteriana. Fizeram-se 
ensaios como descrito previamente (ver Capítulo II) utilizando 1 e 3 mg/mL de extracto aquoso. 
Apesar de se ter concluído que concentrações acima de 1 mg/mL são tóxicas para as células, 
a razão pela qual se realizaram estes ensaios com 3 mg/mL tem a ver com os posteriores 
ensaios de actividade antiacetilcolinesterásica e antioxidante. Estes ensaios são feitos 
utilizando uma concentração de P. barbatus o mais próxima possível do valor de IC50 e EC50, 
respectivamente. Assim sendo, foi necessário fazer os ensaios de permeabilidade com uma 
concentração superior a 1 mg/mL pois caso contrário não se poderiam realizar os ensaios de 
inibição AChE e de actividade antioxidante, uma vez que aqui a concentração de extracto 
aquoso estaria abaixo do limite de detecção do método enzimático. Foram recolhidas alíquotas 
do meio de cultura e analisadas por HPLC durante 6 horas de ensaio. Os resultados da 
variação da área de cada pico encontram-se na figura 33. 
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Metabolismo de P. barbatus  (1 mg/mL) por Caco-2
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Figura 33. Metabolismo do extracto aquoso (1 mg/mL) por células Caco-2. Representação da área de 
cada pico em relação à área inicial (em percentagem) em função do tempo de ensaio 
 
 Em ambos os casos não se verificou degradação relevante de nenhum dos compostos 
do extracto aquoso de P. barbatus. O mesmo se pode observar pelos cromatogramas relativos 
às 0h e 6h de ensaio (Anexo III). 
Note-se que os cromatogramas obtidos para o ensaio com 3 mg/mL de P. barbatus não 
foram publicados visto que o único objectivo deste ensaio era a determinação das actividades 
biológicas do extracto aquoso. É de referir que não se conseguiu resolução suficiente para 
separar a escutelareína 4’-metil éter 7-O-glucurónido do composto B, pelo que os cálculos 
foram feitos considerando apenas um pico mas tendo em conta que nesse pico estarão 
contidos dois compostos diferentes. Através da análise da figura 33 verifica-se que as células 
Caco-2 não são permeáveis ao extracto aquoso, pelo que este não será metabolizado pelas 
células da membrana intestinal. Tendo em conta que o cromatograma do extracto de células 
não apresentava qualquer pico relativo aos compostos de P. barbatus (ver Anexo IV), pode 
afirmar-se que os compostos não entram nas células. Assim sendo, conclui-se que o extracto 
aquoso de P. barbatus não atravessa a barreira intestinal. Este resultado pode dever-se à 
estrutura química dos compostos, pois Yi et al. (2006) mostraram que o aumento do número de 
grupos hidroxilo nos flavonóides diminui a sua absorção por células Caco-2. Liu e Hu (2002) 
referem que a genisteína não é transportada através do modelo Caco-2 e os estudos de 
Nakazawa e Ohasawa (1998) mostraram que a recuperação de ácido rosmarínico intacto na 
urina foi de apenas 0,077% da dose ingerida por ratos e humanos, o que indica que a sua 
absorção foi bastante reduzida. Contudo, segundo Konishi e Kobayashi (2004 e 2005) o ácido 
rosmarínico é absorvido por difusão paracelular por não ter afinidade para o transportador 
membranar das células Caco-2. 
 As actividades biológicas do extracto aquoso de P. barbatus são fracamente afectadas 
pelo contacto com as células Caco-2 (figura 34), o que é justificado pelo facto de não haver 
metabolização de nenhum dos compostos. Ao passo que a actividade antioxidante não tem 
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alterações significativas, a inibição da actividade da AChE sofre um aumento significativo (para 
um intervalo de confiança de 95%). Estes ensaios foram feitos utilizando uma concentração de 
P. barbatus de 1 mg/mL, sendo que a solução de P. barbatus era proveniente do ensaio de 
metabolismo Caco-2 com 3 mg/mL de extracto aquoso. 
 
Figura 34. Actividades biológicas do extracto aquoso de P. barbatus após ensaio com células Caco-2. a) 
Inibição da AChE; b) Actividade antioxidante 
 
Os resultados obtidos contrariam em parte a literatura. É referido na literatura que 
existem provas indirectas de que os polifenóis são absorvidos na barreira intestinal pois após a 
sua ingestão há um aumento da actividade antioxidante do plasma (Scalbert et al., 2002). Mais 
ainda, Hollman et al. (1995) mostraram que a absorção de glucósidos de quercetina contidos 
em cebolas era superior (52%) à da quercetina não conjugada (24%). Seria então de esperar 
que os compostos de P. barbatus fossem absorvidos no intestino. Não obstante os relatos de 
absorção de polifenóis no intestino, é de referir que a maioria dos polifenóis da dieta são 
rapidamente eliminados através da urina e da bílis após a sua ingestão. Por este motivo, a 
forma de manter uma elevada concentração plasmática destes compostos envolve a ingestão 
repetida de polifenóis ao longo do tempo, o que foi observado em voluntários que consumiram 
“chá” a cada 2h (Scalbert et al., 2002). 
 
4.3.4. Metabolismo do extracto aquoso de P. barbatus por homogenato de células Caco-2 
Embora se tenha concluído que as células Caco-2 não parecem ser permeáveis ao extracto 
aquoso de P. barbatus, pretendia-se saber se estas células possuem no seu interior enzimas 
capazes de degradar os compostos da planta, na eventualidade de algum poder permear as 
células em quantidade inferior ao limite de detecção dos métodos analíticos. A diversidade 
enzimática celular é muito grande e, como tal, se algum dos compostos entrar nas células, 
ainda que em quantidades muito baixas, poderá ser metabolizado por reacções como, por 
exemplo, a esterificação ou hidrólise enzimáticas. 
Assim, para testar esta possibilidade, e visto que o extracto aquoso não entra nas 
células, fez-se um ensaio de digestão com homogenato de células Caco-2 cujo objectivo foi 
verificar se esta reacção afectava os compostos do extracto aquoso. 
Os resultados obtidos encontram-se na figura 35. 
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Metabolismo de P. barbatus  (1 mg/mL) por 
homogenato de células Caco-2
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Figura 35. Cromatograma relativo à digestão do extracto aquoso de P. barbatus (1 mg/mL) com 
homogenato de células Caco-2. A tracejado encontra-se o cromatograma relativo às 0h de ensaio e a 
preto encontra-se o cromatograma relativo às 4h de ensaio. Os compostos numerados são: 1 – Luteolina 
7-O-glucurónido; 2 – Ácido rosmarínico; 3 – Apigenina 7-O-glucurónido; 4 - Composto A; 5 – 
Escutelareína 4’-metil éter 7-O-glucurónido; 6 – Composto B 
 
Após 4h de ensaio, não se registaram alterações relevantes relativamente ao cromatograma do 
extracto aquoso no início da reacção. Houve degradação do ácido rosmarínico e do composto 
B, e verificou-se ligeira formação do composto A. Os restantes compostos mantiveram-se 
basicamente inalterados. A degradação do ácido rosmarínico poderá ser devida à actividade 
esterásica do homogenato de células. Estes resultados podem dever-se às próprias células 
Caco-2, pois de acordo com Liu e Hu (2002) o modelo Caco-2 é bastante adequado para o 
estudo de mecanismos de transporte transepitelial mas muitas vezes não possui, ou expressa 
em muito baixa quantidade, os enzimas de fase I e fase II. Concluiu-se assim que as células 
Caco-2 não terão no seu interior enzimas com actividade de glucuronidase capazes de 
degradar os derivados de flavonóides existentes no extracto aquoso, mas parecem possuir 
actividade de esterase. 
É de referir no entanto que surgiu um pico desconhecido cujo tempo de retenção é 
coincidente com o tempo de retenção da apigenina 7-O-glucurónido. No entanto, concluiu-se 
que este composto não era a apigenina 7-O-glucurónido pois os seus espectros UV-Vis são 
bastante diferentes. A identificação deste composto requer a repetição do ensaio com 
homogenato de células para recolher, por HPLC preparativo, amostra suficiente para 
identificação por espectrometria de massa. Esta será, por isso, uma abordagem de trabalho 
futuro bastante interessante. No entanto, o seu espectro UV-Vis é característico de ácido 
cafeico, pelo que se pôs a hipótese de que este composto resulte da degradação do ácido 
rosmarínico. Como o seu tempo de retenção é de aproximadamente 10 min e o tempo de 
retenção do ácido cafeico é da ordem de 5 min, pôs-se a hipótese de que o referido composto 
seja um derivado metilado do ácido cafeico, pois a metilação alteraria o seu tempo de retenção 
mas não o seu espectro UV-Vis. 
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 Também foi feito um ensaio com o extracto aquoso desglucuronado, resultante do 
ensaio com a -glucuronidase (figura 36) para verificar a existência de actividade hidrolítica 
sobre o extracto já metabolizado por enzimas bacterianos. 
Metabolismo de P. barbatus  desglucuronado por 
homogenato de Caco-2
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Figura 36. Cromatograma relativo à digestão do extracto aquoso de P. barbatus desglucuronado (1 
mg/mL) com homogenato de células Caco-2. A tracejado encontra-se o cromatograma relativo às 0h de 
ensaio e a preto encontra-se o cromatograma relativo às 4h de ensaio. Os compostos numerados são: 1 – 
Luteolina 7-O-glucurónido; 2 – Ácido rosmarínico; 3 – Apigenina 7-O-glucurónido; 4 - Composto A; 5 – 
Escutelareína 4’-metil éter 7-O-glucurónido; 6 – Composto B 
 
 
 
 Os resultados mostraram que ocorreu novamente degradação do ácido rosmarínico, o 
que, como já foi mencionado, pode estar relacionado com a actividade esterásica do 
homogenato celular. Além disso, o ácido rosmarínico é uma molécula com carga positiva, pelo 
que pode interagir com as cargas negativas da membrana celular. Uma vez que na preparação 
do homogenato está incluído um passo que envolve centrifugação, cujo objectivo é a 
precipitação dos restos celulares, é possível que algumas moléculas de ácido rosmarínico 
sejam também precipitadas por estarem ligadas aos restos membranares. Isso explicaria a 
diminuição do pico correspondente ao ácido rosmarínico observado em ambos os ensaios com 
o homogenato de células Caco-2. Quanto aos restantes compostos, não foram detectadas 
alterações relevantes. Estes resultados podem dever-se ao facto de os compostos serem 
minoritários e portanto, o próprio manuseamento da amostra ao longo do ensaio implica a 
ocorrência de perdas de amostra.  
 Novamente, observou-se a formação de um composto não identificado cujo tempo de 
retenção é coincidente com o da apigenina 7-O-glucurónido. Também neste caso se confirmou 
que o pico era correspondente a um novo composto porque o seu espectro UV-Vis (ver Anexos 
I e V) é bastante diferente do da apigenina 7-O-glucurónido. 
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4.4. Estudo da evolução das actividades biológicas do extracto aquoso ao longo do 
metabolismo in vitro 
Ao longo do trabalho desenvolvido foram determinadas as actividades biológicas do extracto 
aquoso após cada processo digestivo. O objectivo destes ensaios foi verificar se a 
metabolização dos compostos de P. barbatus alterava as suas actividades antioxidante e 
inibidora da AChE. A Tabela 3 mostra a evolução das actividades biológicas do extracto 
aquoso de P. barbatus ao longo do metabolismo in vitro. 
 
Tabela 3. Variação das actividades biológicas do extracto aquoso de P. barbatus ao longo do 
metabolismo gastrointestinal. Os valores estão expressos como média  desvio padrão. A análise 
estatística foi feita com um intervalo de confiança de 95%. 
 Suco pancreático Células Caco-2 -glucuronidase 
Tempo 
(h) 
AChE DPPH AChE DPPH AChE DPPH 
0 40,5410,53 69,204,31 62,391,44 61,854,97 37,068,26 37,350,77 
1 31,098,33 67,346,25 75,281,69 53,284,39 - - 
2 24,845,48 65,8611,00 74,341,34 53,922,59 54,316,95 81,740,38 
3 20,166,93 64,886,15 - - - - 
4 17,935,30 71,516,96 72,533,55 59,465,90 - - 
6 - - 65,861,67 53,623,89 - - 
 
 A análise da Tabela 3 permite avaliar a evolução das actividades biológicas do extracto 
aquoso nos diferentes passos do metabolismo in vitro. Observa-se uma diminuição bastante 
significativa da actividade inibitória da AChE ao longo das 4h de ensaio com suco pancreático 
artificial. Esta diminuição é coerente com a degradação de cerca de 30% do ácido rosmarínico 
(composto maioritário do extracto aquoso). Além desta degradação, também o composto B é 
degradado quase totalmente. O facto de ter ocorrido um grande aumento do composto A e 
esse aumento não ter tido influência na inibição da AChE indica que provavelmente este 
composto será menos activo que o composto B. Por outro lado, não ocorreram alterações 
significativas (para um intervalo de confiança de 95%) na actividade antioxidante do extracto 
aquoso após a digestão com o suco pancreático artificial. Este resultado é indicativo de que a 
actividade antioxidante dos compostos não é afectada pela sua metabolização. 
 Em relação ao metabolismo pelas células Caco-2, verificou-se a ocorrência de 
alterações significativas (para um intervalo de confiança de 95%) na inibição da AChE, 
enquanto que não houve alterações significativas na actividade antioxidante do extracto 
aquoso. Estes resultados são semelhantes ao que foi observado para o suco pancreático 
artificial, e podem dever-se ao facto de a inibição da AChE ser mais susceptível a alterações na 
estrutura dos compostos do que a actividade antioxidante. Ao passo que a actividade 
antioxidante envolve apenas a captação de uma espécie radicalar, a inibição da AChE requer 
que o composto inibidor entre no centro activo do enzima. Logo, pequenas alterações na 
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estrutura das moléculas têm efeitos muito mais significativos na capacidade de inibir o enzima 
do que na actividade antioxidante. 
  No que diz respeito ao metabolismo por -glucuronidase de E. coli, não se observou 
aumento relevante da actividade inibitória da AChE do extracto aquoso após 2h de incubação 
com o enzima bacteriano. No entanto, a actividade antioxidante sofreu um grande aumento 
relativamente ao valor de extinção do DPPH conseguido com o extracto inicial (valor 
correspondente às 0h de ensaio). Este aumento pode ser devido ao facto de os derivados de 
flavonóides existente no extracto aquoso terem sido degradados, originando as respectivas 
aglíconas. Poderá deduzir-se a partir destes resultados que as aglíconas de flavonóides 
tenham maior actividade antioxidante do que os seus derivados glucuronados. 
 
4.5. Metabolismo do extracto aquoso de P. barbatus por extracto de fígado de ratinho 
Após atravessarem a membrana intestinal, os compostos seguem pela corrente sanguínea até 
chegarem ao fígado onde eventualmente serão metabolizados por reacções de fase II como a 
glucuronidação e a sulfatação. Assim, optou-se por estudar, in vitro, o metabolismo hepático 
dos compostos de P. barbatus. Fizeram-se ensaios de glucuronidação e de sulfatação com o 
objectivo de verificar se os compostos são ou não destoxificados. 
 
4.5.1. Glucuronidação 
A glucuronidação é uma reacção de fase II que ocorre no fígado e faz parte de um conjunto de 
reacções que têm por objectivo final a destoxificação dos compostos estranhos ao organismo – 
os xenobióticos. 
 Durante a glucuronidação dá-se a conjugação do xenobiótico com o ácido -D-
glucurónico. É uma reacção enzimática, catalisada pelo enzima UDP-glucuronosiltransferase 
(EC 2.4.1.17) e corresponde à forma de conjugação de xenobióticos mais importante 
quantitativamente. Se esta reacção ocorrer com os compostos do extracto aquoso de P. 
barbatus, então estes serão mais facilmente excretados pelo organismo, o que não deveria 
acontecer pois nesse caso eles não chegarão ao cérebro onde poderiam inibir a AChE. 
Contudo, há relatos de que os glucurónidos excretados na bílis podem ser hidrolisados pela 
microflora intestinal e as aglíconas resultantes reabsorvidas, entrando assim num ciclo 
enterohepático (Aura et al., 2002). 
 Com o objectivo de estudar o metabolismo hepático do extracto aquoso de P. barbatus, 
foram feitos ensaios de glucuronidação de acordo com o método descrito por Justino et al. 
(2004). Estes autores realizaram ensaios de glucuronidação com flavonóides como a 
quercetina, cujos resultados foram utilizados como reacções controlo dos ensaios efectuados 
neste trabalho.  
 Dado que Konishi e Kobayashi (2004, 2005) encontraram conjugados do ácido 
rosmarínico na veia porta, apesar de não ter ocorrido transporte dos mesmos nas células 
Caco-2, e que Konishi et al. (2005) recolheram dados que indicam que o ácido rosmarínico é 
substancialmente eliminado pelo fígado, um dos principais objectivos deste ensaio é verificar a 
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resposta do ácido rosmarínico ao contacto com o extracto de fígado. O ácido rosmarínico é o 
composto maioritário do extracto aquoso de P. barbatus pelo que é de grande interesse 
conhecer os seus prováveis mecanismos de eliminação. Uma proposta feita para o possível 
metabolismo do ácido rosmarínico após administração oral em ratos envolve a sua absorção 
no tracto digestivo, a formação do conjugado glucurónico catalisada pela UDP-
glucuronosiltransferase e subsequente metilação do seu conjugado pela catecol O-metil 
transferase no fígado (Baba et al., 2004). 
 Os resultados da reacção de glucuronidação do extracto aquoso de P. barbatus (3 
mg/mL) mostraram que nenhum dos compostos sofreu glucuronidação, dado que não se 
observam diferenças entre o cromatograma do extracto aquoso em tampão (controlo) e o 
cromatograma do ensaio do extracto aquoso com extracto de fígado (ensaio) (figura 37). 
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Figura 37. Cromatograma relativo à glucuronidação do extracto aquoso de P. barbatus (3 mg/mL). A 
tracejado encontra-se o cromatograma do controlo e a cheio encontra-se o cromatograma do ensaio com 
P. barbatus. Os compostos numerados são: 1 – Luteolina 7-O-glucurónido; 2 – Ácido rosmarínico; 3 – 
Apigenina 7-O-glucurónido; 4 - Composto A; 5 – Escutelareína 4’-metil éter 7-O-glucurónido; 6 – 
Composto B 
 
 Observou-se que o ácido rosmarínico não é susceptível de ser glucuronado. Contudo, 
estes dados não estão de acordo com o que foi observado por Konishi e Kobayashi (2004, 
2005) pois, como já foi referido, estes autores detectaram a forma glucuronada e outras formas 
do ácido rosmarínico na corrente sanguínea de ratinhos aos quais foi dado a beber o 
composto. 
Visto não ocorrer reacção, colocaram-se duas questões. Ou não ocorreu 
glucuronidação porque os compostos já eram glucuronados (como é o caso da luteolina 7-O-
glucurónido e da apigenina 7-O-glucurónido) e, como tal, estavam alostereamente impedidos 
para o centro activo do enzima; ou, por outro lado, o extracto de fígado perdeu actividade 
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devido à manipulação envolvida na sua preparação, e portanto não poderia ocorrer qualquer 
tipo de reacção. A segunda hipótese foi rejeitada uma vez que os resultados da reacção 
controlo com a quercetina (figura 38) estavam de acordo com os resultados obtidos por Justino 
et. al. (2004) (ver Anexo VI).  
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Figura 38. Cromatograma relativo à glucuronidação da quercetina (40 M). A tracejado encontra-se o 
cromatograma do controlo e a cheio encontra-se o cromatograma do ensaio com quercetina. Os 
compostos assinalados são: 1 – Quercetina; 2 – Glucurónidos da quercetina; 3 – Extracto de fígado 
 
 
A figura 38 mostra que o extracto de fígado estava activo uma vez que houve formação 
de glucurónidos de quercetina e que estes compostos foram detectados na análise por HPLC. 
É possível observar a diminuição do pico da quercetina (pico 1 na figura 38) e o surgimento de 
quatro novos picos (2 – figura 38). Assim sendo, a explicação para a ausência de 
glucuronidação dos compostos do extracto aquoso deverá estar relacionada com outro factor 
que não a actividade o extracto de fígado. 
Além dos resultados do ensaio controlo com quercetina, existe outra prova de que o 
extracto de fígado estava funcional. Foi feito um outro ensaio com luteolina cujo objectivo era 
observar se esta era glucuronada. A luteolina é um flavonóide que existe no extracto aquoso de 
P. barbatus sob a forma conjugada com ácido glucurónico. Se na sua forma não conjugada a 
luteolina não for glucuronada então admite-se que o extracto de fígado perdeu a sua 
actividade. Por outro lado, se houver reacção então o extracto de fígado estaria activo e o 
extracto aquoso de P. barbatus não foi glucuronado pelo facto de os compostos estarem 
alostericamente impedidos para a UDP-glucuronosiltransferase, devido à sua conjugação com 
o ácido glucurónico e ao facto de o ácido rosmarínico não ser substrato deste enzima. Os 
resultados obtidos encontram-se na figura 39 e mostram que ocorreu glucuronidação da 
luteolina, tal como se esperava. Observa-se claramente a diminuição do pico da luteolina e o 
aparecimento de três novos picos quando se compara o cromatograma do ensaio com extracto 
de fígado (ensaio) com o cromatograma da luteolina em tampão (controlo). 
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 Com estes resultados, excluiu-se definitivamente a hipótese de perda de actividade do 
extracto de fígado. 
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Figura 39. Cromatograma relativo à glucuronidação da luteolina (40 M). A tracejado encontra-se o 
cromatograma do controlo e a cheio encontra-se o cromatograma do ensaio com luteolina. Os compostos 
assinalados são: 1 – Luteolina; 2 – Glucurónidos da luteolina; 3 – Extracto de fígado 
 
Justino et al. (2004), referem que os locais mais favoráveis à glucuronidação de 
flavonóides são os grupos 5-OH e 7-OH. Também de acordo com as observações de King e 
Bursill (1998), o metabolito maioritário da genisteína em humanos é a genisteína 7-O-
glucurónido, representando cerca de 90% dos conjugados formados em oposição aos menos 
de 10% correspondentes à genisteína 4’-OH-sulfato. Tendo em conta que no extracto aquoso 
de P. barbatus a luteolina já se encontra glucuronada na posição 7 é muito provável que os 
restantes grupos não estejam disponíveis para reagir com o enzima hepático, o que justifica os 
resultados obtidos com o extracto aquoso. Mais ainda, provou-se que na sua forma não 
conjugada a luteolina é glucuronada pelo extracto de fígado, o que está de acordo com a 
explicação proposta e apoia o facto de não haver glucuronidação do extracto aquoso. Não 
obstante, a glucuronidação da luteolina não ocorreu apenas na posição 7. Dado que surgem 
três picos no cromatograma obtido (2 – figura 39), conclui-se que a glucuronidação ocorreu em 
várias posições, sendo que uma delas é de facto a 7 pois o tempo de retenção de um dos picos 
é coincidente com o tempo de retenção do pico da luteolina 7-O-glucurónido existente no 
cromatograma do extracto aquoso de P. barbatus. Este pico tem uma área bastante superior à 
dos picos correspondentes aos restantes glucurónidos visto ser uma das posições 
preferenciais para a reacção de glucuronidação, tal como referido por Justino et al. (2004). 
Tendo isto em conta, foi feito outro ensaio de glucuronidação em que a amostra de P. 
barbatus utilizada já tinha sido submetida à acção da -glucuronidase bacteriana. O objectivo 
deste ensaio foi verificar se o extracto aquoso não glucuronado reagia com a UDP-
glucuronosiltransferase, uma vez que in vivo esta será a situação mais provável pois o extracto 
aquoso ao chegar ao fígado já foi sujeito à acção da microflora intestinal. 
Contrariamente ao que seria de esperar, observou-se que não ocorreu glucuronidação 
de nenhum dos compostos (figura 40). 
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Glucuronidação de P. barbatus  desglucuronado
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Figura 40. Cromatograma relativo à glucuronidação do extracto aquoso de P. barbatus desglucuronado 
(1,5 mg/mL). A tracejado encontra-se o cromatograma do controlo e a cheio encontra-se o cromatograma 
do ensaio com extracto aquoso. Os compostos assinalados são: 1 – Luteolina 7-O-glucurónido; 2 – Ácido 
rosmarínico; 3 – Composto A; 4 – Luteolina; 5 – Escutelareína 4’-metil éter 7-O-glucurónido; 6 – 
Composto B; 7 – Extracto de fígado 
 
 Neste ensaio com o extracto de fígado seria espectável que se voltassem a formar os 
glucurónidos dos compostos que no extracto aquoso inicial estavam glucuronados e que 
perderam a sua componente glicídica durante a reacção com a -glucuronidase, o que não se 
verificou. De facto, não se observa neste cromatograma o aumento dos picos correspondentes 
à luteolina 7-O-glucurónido, nem à apigenina 7-O-glucurónido, nem à escutelareína 4’-metil 
éter 7-O-glucurónido. Apesar de se conseguir observar que estes compostos estão presentes 
no extracto, embora em muito baixa quantidade, não se verifica o aumento de área esperado 
para este ensaio. Este resultado pode dever-se à baixa quantidade de cada composto existente 
no extracto aquoso. Visto que os compostos capazes de sofrer glucuronidação são compostos 
minoritários, as inevitáveis perdas de amostra ao longo dos ensaios fazem com que a 
quantidade de composto disponível para a glucuronidação seja demasiado pequena. Assim, ou 
não ocorre reacção de todo, ou a quantidade de produto formado é tão pequena que está fora 
do limite de detecção do HPLC. 
 Deve ser feito um reparo ao facto de nesta parte do trabalho não se terem determinado 
as actividades biológicas do extracto aquoso tal como se fez anteriormente para outros 
ensaios. Neste caso esses ensaios não foram feitos por não se terem detectado alterações 
significativas na composição do extracto aquoso após a incubação com o extracto de fígado de 
ratinho. 
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4.5.2. Sulfatação 
A sulfatação é outra das reacções de fase II do metabolismo de xenobióticos. É catalisada pelo 
enzima citosólico sulfotransferase (EC 2.8.2.-), sendo a principal via de conjugação para fenóis, 
álcoois, aminas e tióis. O cofactor da reacção é o 3’-fosfoadenosina 5-fosfosulfato (PAPS). 
 Analogamente ao que foi feito para a glucuronidação, fizeram-se ensaios de sulfatação 
da quercetina com extracto de fígado de ratinho. Contudo, contrariamente ao que se observou 
para a glucuronidação, neste caso não se conseguiu obter resultados relevantes. A reacção 
controlo com a quercetina não foi frutífera, de tal forma que o único pico existente no 
cromatograma do ensaio foi o correspondente ao extracto de fígado (resultados não 
publicados). Por este motivo, não se realizou nenhum ensaio com o extracto aquoso de P. 
barbatus. 
 Uma justificação para a ausência de resultados observada tem a ver com o facto da 
sulfatação ser uma reacção minoritária. De acordo com Gomes et al. (2008), em comparação 
com a glucuronidação, a sulfatação no fígado é geralmente uma via de elevada afinidade mas 
de baixa capacidade. Por este motivo, e pelo facto de ambas as reacções competirem uma 
com a outra, à medida que aumenta a concentração de substrato ocorre um desvio no sentido 
da glucuronidação. Como é uma reacção minoritária deverá ser testada com maiores 
concentrações de substratos para que se consigam detectar os produtos da reacção pelo 
método analítico em uso – HPLC. 
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1. Conclusões 
Obteve-se um valor de IC50 (concentração de extracto aquoso correspondente a 50% 
de inibição da actividade da AChE) de 1005  24 g/mL. O valor de EC50 (concentração de 
extracto aquoso responsável por 50% da extinção da coloração do radical DPPH) determinado 
foi 13,19  0,26 g/mL.  
 
Identificaram-se dois dos compostos do extracto aquoso por MS: a luteolina 7-O-
glucurónido e a apigenina 7-O-glucurónido. Encontram-se ainda dois compostos em estudo, 
para os quais não foi possível determinar a estrutura.  
 
Ainda numa fase inicial do trabalho isolou-se, por cromatografia de exclusão molecular, 
o (16S)-coleon E, e testou-se a sua capacidade inibidora da AChE. O composto revelou-se 
demasiado instável, tendo-se obtido um valor máximo de inibição da AChE de 43,15  6,78% 
com 0,5 mg/mL de (16S)-coleon E. 
 
Numa segunda fase do trabalho experimental estudou-se, in vitro, o metabolismo do 
extracto aquoso, o que envolveu a simulação de vários processos biológicos.  
A digestão pelo suco pancreático artificial deu origem a alterações bastante 
significativas na composição do extracto aquoso. Registou-se uma degradação do ácido 
rosmarínico de cerca de 30% e ocorreu uma degradação muito acentuada de um dos 
compostos, que foi progressivamente acompanhada pela formação de outro composto. 
Concluiu-se que a degradação do ácido rosmarínico deverá estar relacionada com a actividade 
de esterase dos componentes da pancreatina comercial. Além das alterações na composição 
química do extracto aquoso registou-se também uma diminuição de 50% da sua capacidade de 
inibição da AChE, não se tendo registado alterações significativas na sua actividade 
antioxidante. 
 
 No que diz respeito ao metabolismo do pela -glucuronidase de E. coli, concluiu-se que 
todos os seus compostos glucuronados foram degradados – luteolina 7-O-glucurónido, 
apigenina 7-O-glucurónido e escutelareína 4’-metil éter 7-O-glucurónido. As actividades 
biológicas do extracto aquoso obtidas após 2h de incubação com o enzima, foram 81,74  
0,38% de extinção do radical DPPH e 54,31  6,95% de inibição da AChE. 
 
 Os ensaios de citotoxicidade do extracto aquoso levaram a concluir que em 
concentrações superiores a 1 mg/mL o extracto aquoso de P. barbatus é tóxico para as células 
Caco-2, induzindo a perda da sua capacidade de adesão. Embora viáveis, as células ficam sob 
stress na presença de concentrações elevadas de extracto aquoso. Por este motivo, a 
utilização do extracto aquoso de P. barbatus deve ser comedida a fim de evitar possíveis danos 
nos tecidos. Há que ter em especial atenção os suplementos alimentares que por serem feitos 
com extractos liofilizados podem conter concentrações de extracto vegetal muito elevadas. 
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 Verificou-se que nenhum dos compostos do extracto aquoso foi significativamente 
degradado ou absorvido pelas células. Estes resultados permitiram concluir que o extracto 
aquoso não é metabolizado no intestino, de tal forma que nem sequer deverá atravessar a 
membrana intestinal, a não ser por difusão paracelular. 
 
 Posteriormente, incubou-se o extracto com homogenato de células Caco-2 e detectou-
se que ocorreu degradação do ácido rosmarínico, provavelmente devida à actividade de 
esterase do homogenato de células, e de um dos compostos (com aumento correspondente de 
outro composto). Detectou-se a presença de um pico com tempo de retenção coincidente com 
o da apigenina 7-O-glucurónido. Este pico poderá ser um derivado do ácido cafeico uma vez 
que os seus espectros UV-Vis são semelhantes mas os seus tempos de retenção são muito 
diferentes. 
 
 Finalmente, estudou-se o metabolismo hepático do extracto aquoso com extracto de 
fígado de ratinho com o objectivo de verificar se os compostos de P. barbatus eram 
glucuronados pelo fígado. Observou-se que não ocorreu glucuronidação de nenhum dos 
compostos do extracto aquoso, quer no ensaio com o extracto total, quer no ensaio com o 
extracto desglucuronado. Concluiu-se que este comportamento não era devido à perda de 
actividade do extracto de fígado uma vez que as reacções controlo com quercetina e com 
luteolina resultaram na formação dos respectivos derivados. 
 
Neste trabalho realizou-se um estudo das actividades biológicas e do metabolismo in 
vitro do extracto aquoso de P. barbatus (Lamiaceae) uma planta bastante utilizada pelas 
populações das regiões onde é abundante. A principal conclusão retirada dos resultados 
obtidos é que o extracto aquoso de P. barbatus pode ser utilizado como complemento da 
terapêutica farmacológica da AD e de outras doenças do foro psiquiátrico que apresentam uma 
forte componente inflamatória, como por exemplo a doença de Parkinson (Liu e Hong, 2003; 
McGeer e McGeer, 2004) pois além de ser capaz de inibir a actividade da AChE, tem um 
elevado poder antioxidante o que permite a protecção dos tecidos afectados pela patologia 
face a ROS e RNS. Pode afirmar-se que se atingiram os principais objectivos do trabalho 
experimental, pois determinaram-se as actividades antiacetilcolinesterásica e antioxidante do 
extracto aquoso e fez-se um estudo do metabolismo in vitro do mesmo ao longo do tracto 
gastrointestinal. 
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2. Perspectivas futuras 
Como trabalho futuro sugere-se a identificação da estrutura química dos compostos A e B, pois 
contribuirá bastante para a compreensão do seu metabolismo e ajudará a esclarecer a 
hipótese colocada para a interconversão de ambos os compostos. Além disso, o conhecimento 
da sua estrutura poderá ajudar a entender quais as características destes compostos que lhes 
conferem a capacidade de inibir a AChE e a sua elevada actividade antioxidante. Do mesmo 
modo, a identificação da estrutura do composto formado durante a reacção com o homogenato 
de células Caco-2 é muito importante. O referido composto apresenta um espectro UV-Vis 
típico de ácido cafeico, no entanto, os seus tempos de retenção não são coincidentes, pelo que 
foi posta a hipótese de que o composto fosse um derivado metilado do ácido cafeico. Por este 
motivo, a identificação da sua estrutura permitirá elucidar algumas reacções do metabolismo 
intestinal de ácidos fenólicos como o ácido rosmarínico. 
 
Uma hipótese de trabalho futuro bastante importante é a incorporação do extracto 
aquoso em lipossomas. Visto que os compostos de P. barbatus não conseguem atravessar a 
membrana intestinal, esta será uma possível forma de conseguir que eles cheguem aos tecidos 
alvo. Os lipossomas são definidos como vesículas nas quais um volume aquoso é 
completamente rodeado por uma membrana lipídica natural ou sintética, uni ou multi-lamelar 
(Sharma e Sharma, 1997; Koo et al., 2005) e de tamanho variável. Em 1970 os lipossomas 
foram propostos como transportadores de fármacos, sendo esta uma forma de reduzir a 
toxicidade ou aumentar a eficácia (ou ambas) do fármaco (Lian e Ho, 2000). A grande 
vantagem desta técnica é o facto de se poder funcionalizar a superfície dos lipossomas através 
da ligação de moléculas de reconhecimento específico em tecidos alvo (Koo et al., 2005; 
Farokhzad e Langer, 2006). Assim, ligando os lipossomas a anticorpos específicos de um 
determinado tecido, é possível direccionar o transporte dos compostos de interesse e por meio 
de técnicas de imunohistoquímica é possível controlar a eficiência desse transporte. Seria por 
isso muito importante realizar este tipo de estudos para garantir uma melhor aplicação do 
extracto aquoso de P. barbatus à AD e não só. A funcionalização de lipossomas poderia incluir 
anticorpos específicos para uma dada célula ou molécula inflamatória e assim se conseguiria 
fazer chegar o extracto aquoso a tecidos expostos a grandes concentrações de ROS e RNS, 
tipicamente formadas em situações de inflamação. 
 
Além das propostas já mencionadas, também teria interesse fazer o estudo do 
metabolismo in vitro do extracto aquoso através do tracto digestivo de forma contínua, 
utilizando sempre a mesma amostra entre diferentes ensaios, tal como referido por Bermúdez-
Soto et al. (2007) e Cilla et al. (2009). Este estudo deveria incluir também a digestão por saliva 
artificial, pois embora este fluido biológico seja constituído apenas por -amilase e o tempo de 
contacto dos compostos com a saliva seja muito pequeno, este é o primeiro passo de todo o 
processo digestivo e por isso faz todo o sentido inclui-lo nos estudos de metabolismo. Mais 
ainda, também se deveriam fazer ensaios in vivo com ratinhos, por exemplo, onde se 
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recolheriam amostras de urina e fezes para observar que compostos eram encontrados aí. Os 
resultados dessas recolhas seriam indicativos da absorção de nutrientes a nível intestinal. 
Hollman et al. (1995) propuseram que os glucósidos de quercetina podem ser 
transportados para dentro dos enterócitos através da interacção com transportadores 
membranares, hipótese que foi confirmada mais tarde por Lin et al. (1999) e por Wolffram et al. 
(2002). No entanto, a eficácia deste transporte é muito diminuída devido à existência de 
bombas de efluxo que secretam os flavonóides absorvidos de novo para o lúmen intestinal. 
Tendo em conta estas observações teria grande utilidade a realização de ensaios de 
permeabilidade com células Caco-2 onde se utilizassem inibidores das bombas de efluxo. 
Rebentando as células poderia saber-se quais os compostos absorvidos e se estes sofreram 
algum tipo de metabolização. 
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wavelength (nm)
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BS_200409 #3818 RT: 12.72 AV: 1 NL: 1.70E5 microAU
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BS_200409 #4269 RT: 14.23 AV: 1 NL: 4.09E5 microAU
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Anexo I - Espectros UV-Vis e estruturas químicas dos compostos do extracto aquoso de P. 
barbatus. 
  
 
 
 
 
 
 
a) Espectro UV-Vis e estrutura química da luteolina 7-O-glucurónido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
b) Espectro UV-Vis e estrutura química do ácido rosmarínico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
c) Espectro UV-Vis e estrutura química da apigenina 7-O-glucurónido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
d) Espectro UV-Vis do composto A.          e) Espectro UV-Vis do composto B. 
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BS_200409 #4158 RT: 13.86 AV: 1 NL: 2.87E5 microAU
200 250 300 350 400 450 500 550 600
wavelength (nm)
0
20000
40000
60000
80000
100000
120000
140000
160000
180000
200000
220000
240000
260000
280000
uA
U
331.00
268.00
225.00
441.00 458.00 486.00 521.00 553.00 572.00
BS_200409 #5452 RT: 18.17 AV: 1 NL: 1.40E5 microAU
200 250 300 350 400 450 500 550 600
wavelength (nm)
0
10000
20000
30000
40000
50000
60000
70000
80000
90000
100000
110000
120000
130000
uA
U
248.00
282.00
445.00
 
 
 
 
 
 
 
 
f) Espectro UV-Vis e estrutura química da escutelareína 4’-metil éter 7-O-glucurónido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
g) Espectro UV-Vis do (16S)-coleon E. 
 
 
 
 
Anexo II - Cromatograma de P. barbatus durante a digestão com suco pancreático artificial 
Cromatograma de P. barbatus  após digestão com 
suco pancreático artificial
-20000
0
20000
40000
60000
80000
100000
120000
140000
160000
4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tempo (min)
In
te
ns
id
ad
e 
(u
A
U
)
0h
4h
1
2
3 4
5
6
In
te
ns
id
ad
e 
(u
A
U
)
 
A tracejado encontra-se o cromatograma relativo às 0h de ensaio e a preto encontra-se o cromatograma 
relativo às 4h de ensaio. Os compostos numerados são: 1 – Luteolina 7-O-glucurónido; 2 – Ácido 
rosmarínico; 3 – Apigenina 7-O-glucurónido; 4 - Composto A; 5 – Escutelareína 4’-metil éter 7-O-
glucurónido; 6 – Composto B; 7 – Extracto de fígado de ratinho 
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Anexo III - Cromatogramas do ensaio de metabolismo do extracto aquoso de P. barbatus (1 
mg/mL) por células Caco-2.  
Metabolismo de P. barbatus  (1 mg/mL) por células Caco-2
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A tracejado encontra-se o cromatograma das 0h de ensaio e a cheio encontra-se o 
cromatograma das 6h de ensaio. Os compostos numerados são: 1 – Luteolina 7-O-glucurónido; 
2 – Ácido rosmarínico; 3 – Apigenina 7-O-glucurónido; 4 - Composto A; 5 – Escutelareína 4’-
metil éter 7-O-glucurónido; 6 – Composto B. 
 
 
 
Anexo IV - Cromatograma do extracto de células Caco-2 (recolhido no final do ensaio de 
permeabilidade celular ao extracto aquoso) 
Conteúdo do interior das células Caco-2 após ensaio 
com P. barbatus  (1 mg/mL)
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Anexo V - Espectro UV-Vis do composto desconhecido. 
 
 
 
 
 
 
Anexo VI - Glucuronidação in vitro da quercetina.  
 
Cromatograma de HPLC que inclui os picos dos glucurónidos de quercetina (QG) em amostras 
contendo extracto de fígado de rato (5 mg/mL), 2 mM UDPGA e 20 M quercetina em tampão 
K-fosfatos 10 mM, pH 7,4, incubados a 37ºC durante 30 min. Adicionou diosmetina 20 M (D) 
como padrão interno. No canto superior esquerdo encontram-se os espectros UV-Vis dos 
glucurónidos de quercetina. (retirado de Justino et al., 2004) 
 
BarbEXT04 #3064 RT: 10.21 AV: 1 NL: 1.95E5 microAU
200 250 300 350 400 450 500 550 600
wavelength (nm)
0
20000
40000
60000
80000
100000
120000
140000
160000
180000
uA
U
221.00
331.00
299.00
411.00 441.00 471.00 580.00
Este composto surgiu no 
cromatograma do ensaio de 
metabolismo do extracto aquoso 
desglucuronado com homogenato de 
células Caco-2) 
